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ACPA: Antikörper gegen citrullinierte Peptide/Proteine 
AEA: Anandamid 
BAFF: B cell activating factor 
CB1: Cannabinoidrezeptor 1 
CB2: Cannabinoidrezeptor 2 
COX-2: Cyclooxygenase-2  
CXCL 10: C-X-C motiv Chemokine 10 
DMARD: Disease modifying antirheumatic drug (b: biologisch; cs: konventionell-
synthetisch; ts: zielgerichtet-synthetisch) 
DUSP1: Dual specificity Phosphatase 1 
ECS: endogens Cannabinoidsystem 
FAAH: fatty acid amide hydrolase 
GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase  
HLA: Humanes Leukozyten-Antigen  
IDO: Indoleamin-2,3-Dioxygenase 
IFN-γ: Interferon gamma  
IFN-γR: Interferon-γ-Rezeptor 
JAK: Janus Kinase 
LPS: Lipopolysaccharide  
MAPK: Mitogen-activated Protein Kinase 
OA: Osteoarthritis 
PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat 
RA: Rheumatoide Arthritis 
SDS-Page: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
SF: Synoviale Fibroblasten  
SMI: „Small molecule“-Inhibitor  
„Small molecule“-Modulatoren: Cortisol, Anandamid, Capsaicin, Nimesulid 
SOCS: Suppressor of Cytokine Signaling 
STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription 
TEP: Totalendoprothese 
TRPV1: transient receptor potential vanilloid 1  




1. Rheumatoide Arthritis 
 
1.1.  Pathogenese 
An Rheumatoider Arthritis (RA) erkranken im Schnitt 0,5 – 0,8 % der erwachsenen 
Bevölkerung. Die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter und liegt bei Frauen höher als bei 
Männern (2). Es liegt eine Assoziation mit positivem Raucherstatus, bestimmter Human-
Leukozyten-Antigen (HLA)-Disposition und Infektionen mit Viren und Bakterien vor (3). 
Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entzündliche Autoimmunerkrankung, die 
typischerweise die kleinen Gelenke von Händen und Füßen in symmetrischem Muster befällt (4). 
Neben der Anzahl und Lokalisation der befallenen Gelenke sind für die Diagnosestellung sowohl 
die Symptomdauer als auch der Anstieg von C-reaktivem Protein im Blut sowie das Vorliegen 
von Antikörpern gegen citrullinierte Peptide/Proteine (ACPA) und Rheumafaktoren von 
Bedeutung (2). Im gesunden Gelenk gewährleistet die Synovialmembran, die innerste Schicht 
der Gelenkkapsel, durch Produktion von Synovialflüssigkeit die reibungsfreie Beweglichkeit des 
Gelenks und die Ernährung des Knorpels. Die Synovialmembran wird in die synoviale Intima 
und Subintima unterteilt. Während sich die synoviale Subintima aus einem lockeren Geflecht aus  
Fibroblasten, Makrophagen, Mastzellen, Blutgefäßen, Nerven und Lymphozyten zusammensetzt, 
besteht die synoviale Intima aus einer zwei- bis dreilagigen Zellschicht aus A- und B-
Synoviozyten, die nicht durch eine Basalmembran unterlegt ist (4, 5). B-Synoviozyten werden 
im Folgenden als synoviale Fibroblasten (SF) bezeichnet. Ihre Funktion liegt in der Produktion 
von Synovialflüssigkeit und extrazellulärer Matrix (5). Aufgrund hoher Proteinproduktion 
weisen SF ein ausgeprägtes endoplasmatisches Retikulum auf. Als Merkmal des mesenchymalen 
Gewebeursprungs zeichnen sich SF durch Produktion charakteristischer Proteine der 
extrazellulären Matrix wie Kollagen Typ IV und V, Integrine der Klasse α5β1 und 
Oberflächenmarker wie CD90 aus (6). Als spezifisch für den synovialen Ursprung gilt die 
Expression von UDP-glucose-6-dehydrogenase und der Oberflächenmarker CD55 (6). A-
Synoviozyten der Intima sind synoviale Makrophagen, die aus dem Knochenmark stammen, und 
bedingt durch hohe phagozytotische Aktivität eine Vielzahl an Lysosomen aufweisen (4, 5). Bei 
RA weisen die beschriebenen Strukturen tiefgreifende Veränderungen auf. Die synoviale 
Subintima, normalerweise zellarm, wird von Immunzellen infiltriert (7). Die Mehrzahl der 
Immunzellen sind CD4+ T-Zellen, während CD8+ T-Zellen und B-Zellen in geringerem Maße 
vorkommen. Die klonale Expansion der B-Zellen weist auf eine Antigen-induzierte Stimulation 
hin und führt zu lokaler Produktion von Antikörpern, die sich gegen citrullinierte Peptide, 
Kollagen und den Fc-Teil von IgG richten (8). Dysfunktionale Neovaskularisation führt zur 
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Einsprossung unreifer Gefäße, die die Sauerstoffversorgung des Synovialgewebes bei 
gleichzeitig entzündungsbedingtem erhöhtem Bedarf nicht ausreichend gewährleisten können 
(9). Das hypoxische Milieu mit erniedrigten pO2-Werten von 1-3% in vivo (3) bedingt 
oxidativen Stress und metabolische Veränderungen im Zellstoffwechsel mit Tendenz zum 
Wechsel vom oxidativen in den glykolytischen Status (9). Die synoviale Intima verdickt sich auf 
bis zu 20 Zellschichten. Typ-A-Zellen weisen dabei einen aktivierten Phänotyp auf und 
produzieren eine Vielzahl proinflammatorischer Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren 
(8). Diese aktivieren SF und regen deren eigene Produktion von Mediatoren wie IL-6, 
Prostaglandinen und Matrix Metalloproteinasen (MMPs) an (8). Es etabliert sich ein Netzwerk 
parakriner und autokriner Stimulation, das die Aufrechterhaltung der Entzündung, die 
Zellmigration ins Gewebe und Zerstörung der extrazellulären Matrix fördert. Neben 
weitreichender Interaktion mit T-Zellen, B-Zellen, Mastzellen und Neutrophilen (4) weisen SF 
bei RA intrinsisch einen aggressiven invasiven Phänotyp auf, der auch T-Zell-unabhängige 
Knorpeldestruktion bei Vascular cell adhesion molecule-1-Expression und Proteasenproduktion 
bedingt (10). Hyperproliferierendes Synovialgewebe, welches vorwiegend aus Makrophagen, 
Osteoklasten und SF besteht, überzieht die Knorpel-Knochengrenze und erodiert den Knochen. 
SF sind dabei der hauptverantwortliche Zelltyp für die Knorpelzerstörung (8). 
1.2. Etablierte Therapiekonzepte  
Als bewährte Therapie stehen die klassischen krankheitsmodifizierenden Antirheumatika 
(DMARD = disease modifying antirheumatic drugs) zur Verfügung. Als erste Wahl wird 
Methotrexat verwendet, alternativ sind Leflunomide oder Sulfasalazin möglich. Bei Ersttherapie 
werden konventionelle synthetische DMARD (csDMARD) mit einem Glukokortikoid 
kombiniert. Die Glukokortikoidtherapie sollte aufgrund des Nebenwirkungsprofils zügig auf ein 
Minimum von 5mg Prednisolonäquivalent per os/Tag rückdosiert werden und eine Dauer von 6 
Monaten nicht überschreiten. Bei unzureichendem Ansprechen kann eine Kombination aus zwei 
csDMARD eingesetzt werden (11). Zur Therapieeskalation stehen biologische DMARD 
(bDMARD) und neuerdings zielgerichtete synthetische DMARD (tsDMARD) zur Verfügung 
(11). Aus spezifischen monoklonalen Antiköpern oder Fusionsproteinen bestehende bDMARD 
neutralisieren je nach Spezifität die Aktivität von TNF oder IL-6 oder modulieren die 
Kostimulation von T-Zellen oder führen zu B-Zell-Depletion (12). Der Langzeiteinsatz von 
bDMARD erhöht jedoch einigen Studien zufolge unter anderem das Risiko für Infektionen und 
Tumoren (13,14). Neuere Therapieansätze zielen deshalb auf intrazelluläre Signalkaskaden, 
welche die Zellantwort auf inflammatorische Stimuli unterbinden. Erwähnenswert ist in diesem 
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Zusammenhang das oral zu verabreichende tsDMARD Tofacitinib, ein Hemmer der Janus 
Kinasen (JAK). Tofacitinib, das seit November 2012 in den USA und März 2017 in der EU 
zugelassen ist (15), inhibiert vorwiegend JAK1 und JAK3 (16). In klinischen Studien zeigte sich 
die therapeutische Wirksamkeit und ein akzeptables Sicherheitsprofil (17). Der „small 
molecule“-Inhibitor (SMI) SB203580 ist ein Hemmer der p38 MAPK, der in  präklinischen 
Versuchen bereits antiinflammatorische Effekte bei Kollagen-induzierter Arthritis und Antigen-
induzierter Arthritis bei Ratten und Mäusen gezeigt hat, wobei er die LPS-induzierte TNF-
Produktion hemmt und Arthritissymptome abschwächt (18). In klinischen Studien zeigen p38-
Inhibitoren hingegen keine eindeutigen therapeutischen Effekte im Gegensatz zu Placebo. Dies 
wird zum Teil auf die durch das Nebenwirkungsprofil bedingte niedrige Dosierung und die 
Aktivierung kompensierend wirkender Proteinkinasen zurückgeführt (16).  
 
2. Interferon gamma (IFN-γ) 
 
2.1. Die Rolle bei Rheumatoider Arthritis 
Interferone wurden 1957 als Hemmer der viralen Replikation des Influenzavirus in 
Hühnerembryonen entdeckt (19). Interferon-γ (IFN-γ), ein Interferon der Klasse II, setzt sich aus 
146 Aminosäuren  zusammen, kommt als Dimer vor und weist zu 62% eine α-helikale Struktur 
auf (20,21). IFN-γ wird von T-Zellen, Makrophagen und Natürlichen Killerzellen, in geringerem 
Maße auch von B-Zellen freigesetzt (22,23). IFN-γ fördert die Differenzierung von naiven CD4+ 
Zellen in TH1-Zellen und inhibiert die TH2-Zelldifferenzierung (24). Zudem fördert IFN-γ die 
adaptive Immunantwort durch Induktion von MHCII-Präsentation auf der Zelloberfläche von 
antigenpräsentierenden Zellen (25). In SF aus Synovialgewebe von Patienten mit Rheumatoider 
Arthritis (RASF) kann ebenfalls durch IFN-γ MHCII-Präsentation getriggert werden (26). 
Peritoneale Makrophagen von IFN-γ-Knockout-Mäusen zeigen erniedrigte MHCII-Expression 
und Stickstoffmonoxidproduktion als Antwort auf eine Bacille Calmette-Guerin-Infektion (27). 
IFN-γ fördert außerdem die MHCI-Präsentation, wodurch CD8+ Zellen die Elimination viral 
infizierter Zellen erleichtert wird (25). Zudem stimuliert IFN-γ die immunologische Zellantwort 
durch Priming. Unterschwellige IFN-γ-Spiegel, die noch keine konkrete Reaktion hervorrufen, 
bewirken hierbei, dass die Immunantwort auf extrazelluläre Stimuli wie Lipopolysaccharide 
(LPS), virale Infektionen oder Zytokine verstärkt wird (28). Letztlich leiten IFN-γ-induzierte 
Chemokine und Adhäsionsmoleküle Leukozyten in entzündetes Gewebe (24). Mauritz et al. 
konnten zeigen, dass Mäuse nach Immunisierung mit IFN-γ-Behandlung in höherer Zahl 
9 
 
Arthritis entwickeln und schwerere histopathologische Symptomatik aufweisen als Kontrolltiere 
(29). Neben genannten proinflammatorischen Effekten vermittelt IFN-γ, abhängig vom 
immunologischen Kontext, auch antiinflammatorische Effekte. IFN-γ verbessert die 
Morgensteifigkeit und Gelenkschwellung bei RA-Patienten in einer klinischen Doppel-
Blindstudie (30). In synovialen Fibroblasten aktiviert INF-γ IL18BP, einen natürlichen 
Antagonisten des proinflammatorischen Zytokins IL18 (31). IL18 induziert in T-Zellen und in 
NK-Zellen die Produktion von IFN-γ als auch weiterer proinflammatorischer Faktoren (32,33). 
DBA/1-Mäuse mit defektem IFN-γ-Rezeptorgen entwickeln im CIA-Modell schneller und 
mindestens im Anfangsstadium schwerwiegendere klinische Symptome als Wildtyp DBA/1-
Mäuse (34,35). Mit neutralisierenden Antikörpern gegen IFN-γ behandelte DBA/1-Mäuse zeigen 
nach Immunisierung mit Kollagen II einen früheren Krankheitsbeginn als mit Kontroll-IgG 
behandelte Artgenossen. Die kumulative RA-Inzidenz erreichte zudem bei den mit Antikörpern 
gegen IFN-γ behandelten Mäusen 100% bis zu Tag 65 nach Immunisierung, während die 
Vergleichsgruppe bis dahin nur zu 50% relevante Symptomatik entwickelt hatte (35). Die 
erhöhte Arthritisinzidenz und Ausprägung bei Mäusen ohne intaktes IFN-γ-Signalling könnte auf 
fehlendes negatives Feedback von IFN-γ auf die IL-17-Produktion zurückzuführen sein. IL-17 
wirkt in Makrophagen und SF proinflammatorisch und ist an der Knorpelzerstörung bei RA 
beteiligt. In vitro hemmt IFN-γ die IL-17-Produktion von TH17-Zellen (36). T-Zellen von IFN-
γ-Knockout-Mäusen zeigen auf Immunisierung mit Kollagen II eine höhere IL-17 Produktion im 
Vergleich zu Kontrolltieren. Durch Antiköperblockade von IL-17 kann die kumulative RA-
Inzidenz und Symptomausprägung stark gesenkt werden. In der für RA suszeptiblen Stammlinie 
der DBA1-Mäuse verringert sich durch die Anti-IL-17-Therapie ebenfalls die Schwere des 
Krankheitsbildes (36). IFN-γ ist zudem ein wichtiger Regulator der Aktivität von regulatorischen 
Treg-Zellen und Inhibitior der Osteoklasten- und TH17-Differenzierung (24). 
2.2. Der IFN-γ-Signalweg 
IFN-γ bindet mit hoher Affinität an seinen Rezeptor (IFN-γR), dessen Signalkaskade vorwiegend 
über JAKs und Signal Transducer and Activator of Transcription (STATs), einer Familie von 6 
zytoplasmatischen Transkriptionsfaktoren, vermittelt wird (37). Der IFN-γR setzt sich aus den 
zwei Untereinheiten IFN-γR1 und IFN-γR2 zusammen (22). JAK1 und JAK2 sind mit dem IFN-
γR assoziert und phosphorylieren sich gegenseitig infolge von IFN-γ-Bindung an den Rezeptor, 
was wiederum die Phosphorylierung von IFN-γR1 durch JAK2 an einem Tyrosinrest zur Folge 
hat. STAT1 bindet anschließend über eine SH2-Domäne und wird ebenfalls über 
Tyrosinphosphorylierung aktiviert (23). Als Homodimer, auch genannt Gamma-Activating 
10 
 
Factor (GAS), wandert STAT1 in den Zellkern und nimmt über GAS-Bindungssequenzen 
Einfluss auf die Transkription (22). Die Transkriptionsfaktoren STAT1, STAT3 und STAT5 
bilden Homodimere, jedoch können verschiedene Vertreter der STAT-Familie auch Heteromere 




Neben dem JAK-STAT-Signalweg induziert der IFN-γR auch andere Signalwege (23). Bei RA-
SF sind besonders die Signalwege über Mitogen-activated Protein Kinasen (MAPK), die auch 
von den Zytokinen TNF und IL-1β aktiviert werden, von Relevanz (6,39). Die Bindung von IFN-
γ an den IFN-γR bewirkt die Rekrutierung der Raf1-Serinkinase an JAK2, was letztendlich in der 
Phosphorylierung von ERK1/2 resultiert. Auch Ras spielt in dieser Querverbindung 
wahrscheinlich ein Rolle, wobei die genauen Mechanismen nicht bekannt sind (23). Von der p38 
MAPK sind die Unterformen α, β, γ und δ bekannt (40). Der Signalweg von p38 infolge von 
IFN-γR-Aktivierung ist nicht eindeutig beschrieben (23). IFN-γ aktiviert MyD88 in peritonealen 
Makrophagen, was zu Aktivierung des MKK6/p38-Signalwegs führt (41). In Keratinozyten 
triggert IFN-γ ein Downstream-Signalling über Mekk4, MKK6 und p38 (23,42). Für die 
Phosphorylierung von p38 speziell in SF sind MKK3 und MKK6 von entscheidender Bedeutung. 
Dies konnte über die Transfektion von Plasmiden mit dominant-negativem MKK3 und MMK6 




Der Signalweg von IFN-γ.  
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3. Entzündungsmodulierende Substanzen bei RA 
 
3.1. Capsaicin 
Als entzündungsmodulierende Substanz bei RA ist Capsaicin, die scharfe Komponente der 
Chilischote, bekannt (43). Capsaicin ist ein exogener Ligand des transient receptor potential 
vanilloid 1 (TRPV1). Dieser wird der TRP-Familie, einer Gruppe von Transmembrankanälen 
für monovalente und divalente Kationen, zugeordnet, die gesteuert durch äußere Stimuli eine 
Änderung des Zellmembranpotenzials und Depolarisation hervorrufen können (44). Neben 
Capsaicin wird TRPV1 sowohl durch den endogenen Ligand Anandamid als auch durch 
Temperaturen über 43 Grad und niedrige pH-Werte stimuliert (44). TRPV1 wurde zuerst an 
sensorischen Nervenfasern vom Typ C nachgewiesen, die auch Gelenkkapseln innervieren, 
und so bei Arthritis die Nozizeption vermitteln (43). Bei Aktivierung durch Capsaicin kommt 
es zur Ausschüttung von Substanz P und CGRP aus sensorischen Neuronen, was 
inflammatorische und vasoaktive Effekte nach sich zieht (43). Der TRPV1 Agonist Capsaicin 
kann in hohen Konzentrationen eine Desensitivierung von TRPV1 hervorrufen (45). Der 
bekannteste Mechanismus ist die Depletion von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) 
durch Ca2+-induzierte Aktivierung von Phospholipase C (45). Nach Stimulation durchläuft 
TRPV1 dabei eine refraktäre Phase, in der keine Erregung mehr auftreten kann. Dieser 
Mechanismus wird für die schmerzlindernde Wirkung von Capsaicin in der 
Arthritisbehandlung verantwortlich gemacht (43). Eine Studie untersuchte den 
Zusammenhang von ERK-Aktivierung und der inflammatorischen Wirkung von TRPV1 bei 
RA anhand von Zellen aus dem Spinalganglion und aus dem dorsalen Horn des Rückenmarks. 
Diese Zellen zeigten in TRPV1-KO Mäusen im Vergleich mit Wildtyp Artgenossen eine 
herabgesetzte ERK-Aktivierung, was gleichzeitig mit abgeschwächter mechanischer 
Allodynie und geringerer histopathologischer RA-Phänotypausprägung einherging (46). Dies 
deutet auf Signalling von TRPV1 über ERK hin. Gen- und Proteinexpression von TRPV1 ist 
sowohl in Neuronen als auch in SF vorhanden (47). Inwiefern auf Ebene der MAPK eine 
Interaktion der Signalwege zwischen Capsaicin und IFN-γ in SF besteht, ist nicht genau 






3.2. Anandamid (AEA) 
AEA ist das endogene Pendant von THC, dem psychoaktiven Bestandteil von Marihuana 
(48). Es bindet im Körper mit höherer Affinität an den Cannabinoidrezeptor 1 (CB1) als an 
den Cannabinoidrezeptor 2 (CB2). Während CB1 eher für die psychomodulatorische Effekte 
zuständig ist, vermittelt CB2 vorwiegend anti-entzündliche und immunmodulatorische 
Effekte und ist deshalb als therapeutisches Ziel bei RA interessant (48). Bei höheren 
Anandamidkonzentrationen erfolgt die Signaltransduktion auch über TRPV1 (49). Die 
Endocannabinoidmetabolisierung wird über FAAH (fatty acid amide hydrolase) und 
Cyclooxygenase-2 (COX-2) vorgenommen (49,50). Antientzündliche Effekte von endogenen 
Cannabinoiden bei RA wurden bei Steigerung des Endocannabinoidspiegels durch FAAH-
Inhibition oder CB1/2-Agonisten mehrfach nachgewiesen (51). Beispielsweise zeigen Mäuse 
im CIA-Modell ohne FAAH-Expression in nicht-neuronalem Gewebe abgeschwächte 
klinische Arthritissymptome (52). Sowohl die Synthese von AEA als auch die Expression von 
CB1 und CB2 sind in humanem Synovialgewebe nachgewiesen, wobei kein signifikanter 
Unterschied zwischen RA- und OA-Patienten besteht (53). In SF ist die Wirkung von 
Cannabinoiden über den MAPK-Signalweg beschrieben. HU210, ein unselektiver Agonist 
von CB1 und CB2 bewirkt eine zeitabhängige Aktivierung von ERK und p38 (53). Es gibt 
deutliche Hinweise, dass Cannabinoide die Zytokinproduktion als Antwort auf 
inflammatorische Stimuli über den MAPK-Signalweg modulieren. Beta-Caryophyllen, ein 
selektiver CB2-Agonist, vermindert die LPS-induzierte TNF-Produktion im Blut. LPS-
Stimulation von humanen Blutmonozyten führte zu starker p38- und geringer ausgeprägter 
ERK1/2- Aktivierung. Die LPS-induzierte Aktivierung von ERK1/2 konnte durch den CB2-
Agonisten verringert werden (54). Auch speziell an SF konnte gezeigt werden, dass 
Cannabinoide die Produktion von inflammatorischen Proteinen über MAPKs beeinflussen. 
IL-1β-Stimulation ruft eine erhöhte Expression von ERK und pERK sowie p38 und pp38 in 
RA-SF hervor. Ein CB2-Agonist (HU-308) dämpft die IL-1β-vermittelte Aktivierung von 
ERK und p38. HU-308 bewirkt gleichzeitig eine verminderte IL-1β vermittelte mRNA- und 
Proteinproduktion von MMP-6 und MMP-13 in SF (55). Noch nicht genau beschrieben ist in 
diesem Zusammenhang die Beeinflussung der inflammatorischen Wirkung von IFN-γ durch 





4. Ziel der Arbeit 
 
Für die Entwicklung neuer, verbesserter SMI ist es von großem Interesse, den Verlauf der 
intrazellulären Signalkaskaden von SF und deren Veränderung durch Medikation genau zu 
verstehen. Ziel dieser Arbeit ist es, das Signalling von IFN-γ und dessen Modulation in 
synovialen Fibroblasten in vitro zu untersuchen. Dafür wird zunächst anhand einer Zeitreihe die 
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren/Signalkinasen STAT1, STAT3, ERK1/2 und p38 MAPK 
durch IFN- y dargestellt. Anschließend wird die Veränderung der Aktivierung dieser 
Signalmoleküle durch Behandlung mit antiinflammatorischen und immunmodulatorischen 
Substanzen untersucht. Als positive Wirkungskontrolle fungiert das antiinflammatorische 
endogene Glukokortikoid Cortisol. Als Modulatoren werden Capsaicin, der Hauptinhaltsstoff der 
Chilischote und TRPV1-Agonist, und Anandamid, ein Botenstoff des endogenen 
Cannabinoidsystems (ECS), getestet. Endocannabinoide könnten nicht nur über FAAH, sondern 
auch über COX-2 abgebaut werden (49,50). Produkte letzterer Reaktion könnten ebenfalls in die 
Modulation IFN-γ-vermittelter Signalpfade eingreifen. Deshalb soll insbesondere AEA in 
Kombination mit dem COX-2-Hemmer Nimesulid getestet werden. Zusätzlich soll die 
Beeinflussung des IFN-γ-Signalwegs durch IL-1β untersucht werden, da IL-1β seine Signale 
überwiegend über die MAPKen ERK und p38 vermittelt (39). Außerdem konnte in Vorarbeiten 
der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Aktivierung des IL-1β-Signalwegs die IFN-γ-
vermittelte Produktion von B-cell activating factor (BAFF), einem Zytokin der TNF-Familie, in 
SF teilweise antagonisiert. Daher kann von einer gegenseitigen Beeinflussung der Signalwege 
von IL-1β und IFN-γ ausgegangen werden. Es wird eine Zeitreihe der Aktivierung der ERK, 
p38, STAT1 und STAT3 erstellt, anschließend mit dem Zeitintervall des maximalen Effekts die 











5.1. Gewinnung von Synovialen Fibroblasten (SF) aus Synovialgewebe 
Das Synovialgewebe wurde bei RA- und OA-Patienten intraoperativ beim Einsatz von 
Totalendoprothesen (TEP) aus dem geschädigten Knie- oder Hüftgelenk entnommen. Das 
Gewebe wurde in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gelagert, auf Eis gekühlt und im 
Labor unter sterilen Bedingungen zügig weiter verarbeitet. Dabei wurde das Gewebe mit dem 
Skalpell zerkleinert und in verdünnter Liberase (0,26 Wünsch units/ml = 0,05mg/ml) für 1 h 
bei 37 °C auf dem Schüttler verdaut, bis eine Zellsuspension vorlag. Die Enzymaktivität 
wurde durch Zugabe von 20ml Medium gestoppt. Um die aus dem Gewebeverband gelösten 
Zellen zu gewinnen, wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb mit 70µm Porengröße 
gegeben und anschließend bei 1600rpm für 8 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen. Die Lyse der Erythrozyten wurde durch 5- bis 10-minütige Inkubation in 
hyperosmolarem Erythrozytenlysepuffer herbeigeführt und durch Zugabe von 15ml PBS 
abgestoppt. Die Zellsuspension wurde wiederum bei 1600rpm für 8 min bei 4°C zentrifugiert. 
Die Zellzahl wurde anschließend mit Neubauer-Zählkammern ermittelt.  
5.2. Zellkultur 
Zur Propagierung und Bildung einer konfluenten Zellpopulation wurden die Zellen in 
Zellkulturflaschen bei 37° und 5% CO2 inkubiert. Das Kulturmedium wurde aufgrund des 
Verbrauchs von Wachstumsfaktoren und Nährstoffen wöchentlich getauscht. Bei Konfluenz 
wurden die Zellen für weiteres Wachstum auf Zellkulturflaschen mit 75cm² aufgesplittet oder 
für Versuche in Petrischalen oder 6-Well-Platten ausgesät. Zum Herauslösen der Zellen aus 
der ursprünglichen Zellkulturflasche wurde der konfluente Zellrasen zunächst mit 10ml PBS 
gewaschen und für 10 min bei 37°C mit 10ml Trypsin verdaut. Die Trypsinaktivität wurde 
durch Zugabe von 10ml Medium mit FCS gestoppt. Nach Zentrifugation wurden die Zellen 
resuspendiert und auf Zellkulturflaschen oder Petrischalen verteilt. Da makrophagenähnliche 
A-Synoviozyten terminal differenziert sind und ihre Überlebenszeit in vitro auf wenige 
Wochen begrenzt ist, dominieren ab der zweiten Passage die B-Synoviozyten in Zellkultur 
(6). 
5.3. Zellstimulation und Gewinnung von Zelllysat 
Am Vortag der Stimulation wurde durch Mediumaustausch der FCS Gehalt auf 2% reduziert, 
um die Zellen zu synchronisieren. Die Zellen wurden wie in den einzelnen Versuchen 
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angegeben behandelt. Anschließend wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 
gekühltem PBS gewaschen. Danach erfolgten die Zugabe von 800µl 
Proteaseinhibitor+Phosphataseinhibitor-Cocktail und das Abschaben der Zellen mit 
anschließender Überführung in 1,5ml-Reaktionsgefäße. Intakte Zellen und größere 
Zellfragmente wurden durch 5-minütige Zentrifugation bei 4°C und 4000rpm pelletiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in eisgekühltem RIPA-Zelllysepuffer 
resuspendiert. Die Suspension wurde anschließend mit Ultraschall in einem 
Ultraschallhomogenisator für jeweils 10 Sekunden auf niedrigster Stufe behandelt. Die 
Proben wurden im Gefrierschrank bei -20°C gelagert.  
5.4. Bradford Assay 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Probe jedes Zelllysates 1:10 mit 
PBS verdünnt. 10µl der verdünnten Lysate wurden dann mit 200µl Bradford-Reagenz 
versetzt. Zur Normierung der Proteinkonzentration wurde eine Standardkurve von Bovinem 
Serum Albumin (BSA) in verschiedenen PBS-Verdünnungen (Konzentrationen in µg/ml: 2; 
1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,063; 0,032) erzeugt. Die photometrische Proteinbestimmung wurde bei 
595nm mit einem Microplate Reader durchgeführt. Das Bradford-Reagenz enthält den 
Farbstoff Coomassie-Brilliant-blue G-250, der in saurem Milieu in der kationischen Form mit 
dem Absorptionsmaxium für Licht der Wellenlänge von 470nm vorliegt. Bindet der Farbstoff 
an Proteine, geht er in die blaue, anionische Form über. Sein Absorptionsmaxium verschiebt 
sich dabei auf 595nm. Mittels Spektrophotometrie kann der blaue Farbstoff detektiert werden 
und so auf die Proteinkonzententration in der Probe geschlossen werden (56). Es wurden 
jeweils zwei Werte für die Standardkurve und drei Werte für jedes Zelllysat ermittelt. Mit 
Hilfe der Microplate Manager Software wurde der Mittelwert für Standard und Proben 
errechnet.   
5.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Masse. Für die Vorbereitung 
wurden 16µl der Probe mit 4µl fünffach konzentriertem Lämmli-Puffer versetzt. Lämmli-
Puffer reguliert den pH-Wert und enthält β-Mercaptoethanol, ein Reduktionsmittel zur 
Auflösung von Disulfidbrücken. Das im Puffer enthaltene Bromphenolblau sorgt für die 
Farbmarkierung der Lauffront während des Gellaufs. SDS versieht alle Proteine unabhängig 
von ihrer eigenen Ladung mit einer negativen Ladung, die Voraussetzung für 
elekrophoretische Wanderung im Gel. Das Erhitzen der Proben vor dem Gelauftrag auf 95°C 
16 
 
für 5 min führt zur Denaturierung aller Proteine. In dieser Arbeit wurde 15%iges Laufgel und 
4%iges Sammelgel verwendet. Für die Herstellung wurde die Laufgellösung mit den 
Polymerisationskatalysatoren Tetramethylethylendiamin (TEMED, 5µl/ml) und 
Ammoniumpersulfat (APS, 3µl/ml) vermischt und zwischen Glasplatten gegossen. Die 
Überschichtung mit Propanol gewährleistete einen glatten Oberrand des Laufgels. Nach 
Polymerisation des Laufgels wurde die Sammelgellösung mit TEMED (5µl/ml) und APS 
(3µl/ml) versetzt in die Gelkammer gegossen. Dann wurde das Gel in die Laufapparatur 
eingespannt und mit 1x Laufpuffer bedeckt. Im Folgenden wurden die Taschen mit jeweils 
20µl der Proben beladen. Für die Bestimmung der molekularen Masse anhand der während 
der Elektrophorese zurückgelegten Laufstrecke wurde eine Tasche mit 4µl Proteinmarker mit 
farbmarkierten Proteinen mit bekannter Masse befüllt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte 
für 90 min bei 25 mA/Gel.  
5.6. Western Blot 
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in Wetttransferpuffer 
zwischengelagert. Der Western Blot wurde im Tank-Verfahren durchgeführt. Dabei wurde 
eine in 100% Methanol prähydratisierte PVDF Membran mit dem Gel zwischen Whatman 
Papieren und zwei Schwämmen in die Apparatur gespannt. Nach dem Einbau des „Blot-
Sandwichs“ in die Blotapparatur fand der Proteinübertrag bei 90 Volt über einen Zeitraum 
von 70 min statt. 
Für die Detektion der geblotteten Proteine auf der PVDF Membran wurde wie folgt 
vorgegangen: 
 1 h Blocken der unspezifischen Proteinbindestellen mittels Blockpuffer, der den 
Milchbestandteil Kasein enthält 
 3 x 10 min Waschen mit Waschpuffer (TBS + 0,05% Tween 20, TBST) 
 Inkubation mit primärem Antikörper in Blockpuffer über Nacht 
 3 x 10 min Waschen mit TBST 
 1h Inkubation mit HRP-konjugiertem sekundären Antikörper in Blockpuffer 
 3 x 10 min Waschen mit TBST 
 Detektion der gebundenen sekundären Antikörper mittels ECL Prime Western 
Blotting Detection Reagenz (angewandt nach Beschreibung im Verhältnis 1:1) 
Anschließend wurden die Signale der Chemilumineszenz mit Hilfe eines ChemiDocTM  MP 
Imagers über einen Zeitraum von bis zu 5 min visualisiert und mit der Image LabTM Software 
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bearbeitet. Die Quantifizierung der Lichtsignale wurde mit der Software ImageJ über die 
Ermittlung der Fläche unter der Kurve der Pixeldichte durchgeführt. Für die Coomassie-
Färbung wurden die Membranen 30 min mit Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining 
Solution inkubiert. Die Proteine im Gel bilden nicht-kovalente Komplexe mit dem 
Coomassie-Farbstoff und werden als blaue Banden sichtbar. Mit dieser Methode kann der 
Gesamtproteingehalt jeder Bande beurteilt werden und Rückschlüsse getroffen werden, ob im 
entsprechenden Versuch die Geltaschen gleichmäßig mit Protein beladen worden waren und 
der Proteintransfer beim Blotten effizient gewesen war.  
5.7. Auswertung der Ergebnisse 
Um die Aktivierung der STATs und MAPKen darzustellen, wurde der Quotient aus 
phosphorylierter und unphosphorylierter Form gebildet. Zur statistischen Analyse der Daten 
wurde das Softwareprogramm Sigmaplot herangezogen. 
Unterschiede zur Kontrolle wurden mit dem paired t-test oder Wilcoxon Signed Rank Test 




Beschallungsgerät HD2070     Bandelin (Berlin, Deutschland) 
Brutschrank (CO2-Inkubator)    Binder (Tuttlingen, Deutschland) 
ChemiDocTM  MP Imager XRS+ Bio-Rad (Hercules, California, 
USA) 
Eismaschine       Ziegra (Isernhagen, Deutschland) 
Heizblock (Thermoleader, Model HB-110) LTF Labortechnik GmBH 
(Wasserburg, Deutschland) 
ImageJ       National Institut of Health  
(Bethesda, Maryland, USA) 
Image Lab™ Software      Bio-Rad (Hercules, California,  
        USA) 
Micro-Zentrifuge      Kisker (Steinfurt, Deutschland) 
Microplate Manager Software    Bio-Rad (Hercules, California,  
USA) 
Microplate Reader      Bio-Rad (Hercules, California,  
        USA) 
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Mikroskop (Primo Vert)     Zeiss (Jena, Deutschland) 
Mini Protean Tetra Cell     Bio-Rad (Hercules, California, ´ 
        USA) 
Multipette® plus Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, 
Deutschland) 
PH-Meter WTW (Weilheim, Deutschland) 
Pipettierhelfer accu-jet     Brand (Wertheim, Deutschland) 
Präzisionswaage PCB 1000-1    Kern (Balingen, Deutschland) 
Schüttler        Biometra (Göttingen, Deutschland) 
SigmaPlot       Systat Software GmbH (Erkrath,  
Deutschland) 
Sterilbank, Safe 2020 Thermo Scientific (Waltham, 
Massachusetts, USA) 
Tetra Blotting Module Bio-Rad (Hercules, California, 
USA) 
Tischzentrifuge, Biofuge fresco    Heraeus (Hanau, Deutschland) 
Vortexer, Model K-550-GE Bender & Hobein AG (Bruchsal, 
Deutschland) 
Warmwasserbad Labortechnik Medingen (Arnsdorf, 
Deutschland) 
Zellzähler, ScepterTM Merck Millipore (Darmstadt, 
Deutschland) 





Absaugpipette (2ml)      Schubert und Weiss Omnilab  
(München, Deutschland)  
Combitips plus      Diagonal (Münster, Deutschland) 
EASYstrainer™ (70µm)     Schubert und Weiss Omnilab  
(München, Deutschland)  
Elektrophorese Tips      Bio-Rad (Hercules, California,  
        USA) 
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Immun-Blot™ PVDF Membran (0,2µm)   Bio-Rad (Hercules, Califonia, 
USA) 
Petrischalen       Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Pipettensatz Research      Eppendorf (Wesseling-Berzdorf,  
Deutschland) 
Pipettenspitzen      Sarstedt (Nümbrecht, Deutschand) 
Reaktionsgefäße (1,5ml und 2,0ml) Diagonal (Münster, Deutschland) 
Scepter™ Sensors, 60µm Merck Millipore (Darmstadt, 
Deutschland) 
Serologische Einwegpipetten (5, 10, 20 und 50ml) Schubert und Weiss Omnilab 
 (München, Deutschland) 
Skalpell Feather® (Nr. 22) Pfm medical ag (Köln, 
Deutschland) 
TC-Flaschen 75cm2      Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Vakuumfiltrationseinheit     TPP (Trasadingen, Schweiz) 
Vakuumfiltrationssystem, 100µm Nylonnetzfilter Merck, Millipore (Darmstadt, 
Deutschland) 
Whatman GB005      VWR (Darmstadt, Deutschland) 
Zellkulturplatten (96-Loch, 6-Loch)    Schubert und Weiss Omnilab  
(München, Deutschland) 
Zellschaber       Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Zentrifugenröhrchen (15ml, 50ml)    Schubert und Weiss Omnilab  
(München, Deutschland) 
Neubauer-Zählkammern     A. Hartenstein (Würzburg,  
Deutschland) 
 
5.10. Chemikalien und Zusammensetzung von Standardlösungen 
 
40%ige Acrylamidlösung     Bio-Rad (Hercules, California, 
USA) 
Serumalbumin-Standard Thermo Fisher Scientific Inc. 
(Waltham, Massachusetts, USA) 




Amphotericin B Bristol-Myers Squibb (München, 
Deutschland) 
Anandamid       Tocris (Bristol, England) 
2%ige Bisacrylamidlösung     Bio-Rad (Hercules, California,  
        USA) 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 
Deutschland) 
Bovines Serumalbumin, Fraktion V (BSA)   Biomol (Hamburg, Deutschland) 
Capsaicin       Tocris (Bristol, England) 
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail    Roche (Mannheim, Deutschland) 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Färbereagenz  Bio-Rad (Hercules, California, 
USA 
Cortisol       Tocris (Bristol, Englang) 
Desoxycholsäure      Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
DMSO (Dimethylsulphoxid)     Tocris (Bristol, England) 
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (PBS)  Sigma-Aldrich (Taufkirchen,  
        Deutschland) 
ECL Prime Western Blotting Detection Reagenz  GE Healthcare Life Science  
        (Freiburg, Germany)  
Erythrozytenlysepuffer     Quiagen (Hilden, Deutschland) 
Fötales Kälberserum (FCS)     Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 
        Deutschland) 
Glycin Pufferan ≥ 99%, p.a.     Roth (Karlsruhe, Deutschland)                                    
Glyzerin      Merck Millipore (Darmstadt,  
Deutschland) 
HEPES       Sigma-Aldrich (Taufkirchen,  
        Deutschland)   
IFN-γ        PeproTech (Rocky Hill, New  
        Jersey, USA) 
Igepal         Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 
        Deutschland) 
IL1-β         PeproTech (Rocky Hill,  




L-Glutamin       Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 
Deutschland) 
Liberase™ Research Grade Purified Enzyme Blends Roche (Penzberg, Deutschland) 
Frema Magermilchpuler (instant)    ReformKontor GmbH (Zarrentin,  
Deutschland) 
Methanol, technisch vergällt   Chemikalienausgabe (Universität  
Regensburg, Deutschland) 
Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Thermo Scientific (Waltham, 
Massachusetts, USA)  
Natriumazid   Sigma-Aldrich (Taufkrichen,  
Deutschland)  
Natriumchlorid      VWR (Darmstadt, Deutschland) 
Natriumdodecylsulfat 20% (SDS)    Serva (Heidelberg, Deutschland) 
Natriumhydroxid     Merck Millipore (Darmstadt,  
Deutschland) 
Nimesulid       Tocris (Bristol, England) 
Penicillin/Streptomycin  Sigma-Aldrich (Taufkrichen,  
Deutschland) 
peqGold Protein Marker     VWR (Darmstadt, Deutschland)  
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail   Roche (Mannheim, Deutschland) 
p-Propanol        Merck Millipore (Darmstadt,  
Deutschland) 
Quick Start™ Bradford 1x Färbereagenz   Bio-Rad (Hercules, California, 
        USA) 
Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffer  Thermo Scientific (Waltham,  
Massachusetts, USA) 
RPMI-1640 Medium      Sigma-Aldrich (Taufkrichen,  
        Deutschland) 
Salzsäure rauchend      Sigma-Aldrich (Taufkrichen, 
        Deutschland) 
TNF-α        PeproTech (Rocky Hill, New  
        Jersey, USA) 




Trishydroxymethylaminomethan (Tris-Base)  Merck Millipore (Darmstadt,  
Deutschland) 
Trypsin (10x)       Sigma-Aldrich (Taufkrichen, 
        Deutschland) 
Tween® 20       Merck Millipore (Darmstadt,  
Deutschland) 
Urinbecher        Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
β-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich (Taufkirchen,  
Deutschland) 
 
      Antikörper 
Primär: 
 
Antikörper Firma Nummer kDa Isotyp 
     
STAT1 Abcam 92506 87 
Rabbit 
mAb 
pSTAT1 Abcam 29045 87 
Mouse 
mAB 
pSTAT3 Abcam 76315 88 
Rabbit 
mAb 










Signaling 4370 42/44 
Rabbit 
mAb 
p38  Abcam 170099 42 
Rabbit 
mAb 













Antikörper Firma Nummer Isotyp 



















- 5,5ml 3M NaCl 
- 1,1ml Igepal NP40 (1%) 
- 0,55g Deoxylat  
- 550µl 20% SDS 
- 5,5ml 1M TRIS pH 7,5 
- 900µl 10x PhosSTOP+Proteaseinhibitor Cocktail (frisch zugesetzt) 
 
 
 5x Lämmli 
- 5ml 87% Glycerin 
- 300µl 1M Tris-HCL pH 6,8 
- 2,0ml 20% SDS  
- 10µg Bromphenolblau 
 Wird bei Raumtemperatur gelagert.  




- 10g Magermilchpulver 




- 450ml PBS 




- 45ml 40%ige Acrylamidlösung 
- 10,5ml 2%iges Bisacrylamidlösung 
- 15ml 3M Tris pH 8,7 
- 20% SDS 




- 5ml 40%ige Acrylamidlösung 
- 2,6ml 2%ige Bisacrylamidlösung 
- 5ml 1M Tris pH 6,8 
- 20% SDS 




- 144g Glycin 
- 30g Tris-Base 




- 140g Glycin 
- 30g Tris-Base 
- 5g 20 % SDS 






- 200ml Methanol (tech.) 
- 80ml 10x Tank-Buffer 
- ad 1L mit ddH2O  
 
 
10 x Laufpuffer 
- 144g Glycin 
- 30g Tris-Base 
- 50ml 20% SDS 
- ad 1L mit ddH2O  
 
 
1 M Tris pH 6,8 
- 121,14g Tris-Base 
- 700ml ddH2O 
-  100ml rauchende HCl 
- ad 1000ml  
 
 
3 M Tris pH 8,7 
- 363g Tris-Base 
-  75ml rauchende HCl 




- 7,5g BSA 
- 0,5ml Tween 
- 50mg Natriumazid 






Tris Buffered Saline und Tween (TBST) 
- 160g Natriumchloid 
- 97g Tris-Base 
- 10ml rauchende Salzsäure 
- ad 2000ml ddH2O 
- 20ml Tween 
 
 
Tris Buffered Saline (TBS) 
- 160g Natriumchlorid 
- 97g Tris-Base 
- 10ml rauchende Salzsäure 
- ad 2L mit ddH2O 
 
 
10%iges FCS-Medium (Kulturmedium) 
- 500ml RPMI-1640 Medium 
- 5ml HEPES 
- 5ml Penicillin/Streptomycin 
- 500µl Amphotericin B 




- 500ml RPMI-1640 Medium 
- 5ml HEPES 
- 5ml Penicillin/Streptomycin 
- 500µl Amphotericin B 










6.1. Aktivierung der Signalmoleküle STAT1, STAT3, ERK1/2 und p38 in 
RASF und OASF durch IFN-γ 
Zunächst wurde der zeitliche Verlauf der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren durch IFN-γ 
untersucht. Phosphoryliertes STAT1 war unter Basalbedingungen in RASF und OASF nur in 
sehr geringem Maße vorhanden. Durch Stimulation mit IFN-γ wurde STAT1 nach 5, 15, 30 
und 90 min in OASF signifikant aktiviert. Die Aktivierung stieg innerhalb von 15 min 
Inkubationszeit auf 2467%±1477% (p=0,001) und innerhalb von 30 min auf 2185%±1351% 
(p=0,002). Die Aktivierung von STAT1 in RASF erreichte nach 15 min IFN-γ-Stimulation 
eine Erhöhung auf 1233%± 939% (p=0,031) und nach 30 min auf 673%±466% (siehe Abb.1 
A, B) des Ausgangswertes. IFN-γ induzierte auch eine starke Phosphorylierung von STAT3  
Abb.1 
Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 in OASF und RASF nach Stimulation mit 10ng/ml IFN-γ.  
Die Aktivierung von STAT1 (A, B) und STAT3 (C, D) wird durch den Quotienten aus phosphoryliertem und unphosphorliertem STAT1 bzw. STAT3 
dargestellt. Unterschiede zur unstimulierten Kontrolle wurden mit dem paired t-test berechnet. Signifikante Unterschiede (p<0.05) zum Zeitpunkt t = 0 
sind im Graph mit einen Stern (*) gekennzeichnet. Die Daten sind als Boxplots dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. 
Perzentile. Horizontale Striche außerhalb der Boxplots markieren die 10. und 90. Perzentile, die horizontale Linie im Boxplot den Median. Unterhalb 
jedes Graphen wird ein repräsentativer Western Blot gezeigt. 
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in OASF und RASF. In OASF stieg die Aktivierung signifikant auf 797%±440% (p=0,006) 
der Kontrolle nach 15 min und auf 1045% (p=0,016) der Kontrolle nach 30 min. Bei RASF 
wurde eine Zunahme der Aktivierung von STAT3 auf 1762%±1358% des Kontrollniveaus 
nach 15 min und auf 1846%±1544% nach 30 min beobachtet (siehe Abb.1 C, D).  
Im Folgenden wurde die IFN-γ-induzierte Aktivierung der MAPKen untersucht. In den hier 
durchgeführten Versuchen wies die Aktivierung von ERK1/2 bei der Untersuchung 
verschiedener Patientenproben einen sehr variablen Verlauf auf, sodass kein signifikantes 
Maximum festgestellt werden konnte (siehe Abb.2 A, B). Die p38-Aktivierung durch IFN-γ-
Stimulation hingegen konnte in OASF und RASF signifikant nachgewiesen werden. In OASF 
lag ein signifikantes Maximum von 136%±17% nach 60 min vor, während die maximale 
Aktivierung bei RASF von 132%±111% nach 15 min erreicht war. Tendenziell lag auch nach 
30 min in RASF noch Aktivierung vor (p=0,083) (siehe Abb.2 C, D). 
Abb.2 
Phosphorylierung von ERK und p38 in OASF und RASF nach Stimulation mit 10ng/ml IFN-γ.  
Die Aktivierung/Phosphorylierung von ERK (A, B) und p38 (C, D) wird durch den Quotienten aus phosphoryliertem und unphosphorliertem ERK 
bzw. p38 graphisch dargestellt. Unterschiede zum zur unstimulierten Kontrolle t = 0 wurden mit dem paired t-test berechnet. Signifikante 
Unterschiede (p<0.05) zum Zeitpunkt t = 0 sind im Graphen mit einen Stern (*) gekennzeichnet. Die Daten sind als Boxplots dargestellt. Jede Box 
markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. Horizontale Striche außerhalb der Boxplots markieren die 10. und 90. Perzentile, die 
horizontale Linie im Boxplot den Median. Unterhalb jedes Graphen wird ein repräsentativer Western Blot gezeigt. 
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6.2. Aktivierung der Signalmoleküle STAT1, STAT3, ERK und p38 in OASF 
und RASF durch IL-1β 
Phosphoryliertes STAT1 war nach Inkubation mit IL-1β über den Zeitraum von 5 bis 90 min 
nicht detektierbar (Daten nicht gezeigt). Die basale STAT3-Aktivierung in OASF wurde durch 
IL-1β eher vermindert. In RASF zeigte sich nach 30 min eine signifikante Reduktion der 
STAT3-Phosphorylierung auf 59%±25% (p=0,009) im Vergleich zur Ausgangsaktivierung. Im 
Sinne eines Wiederanstiegs der Aktivierung bestand zwischen den Zeitpunkten 15 min und 90 
min (p=0,048) als auch den Zeitpunkten 30 min und 90 min (p=0,024) jeweils ein signifikanter 
Unterschied (Mann-Whitney Rank Sum Test) (siehe Abb.3 A und B).  
Im Gegensatz zur Inaktivierung von STATs wurden MAPKen durch IL-1β aktiviert (siehe Abb.3 
C und D). Bei OASF wurde die Aktivierung von ERK durch IL-1β signifikant auf 
555,3%±359% nach 15 min gesteigert. Nach 30 min war die Aktivierung tendenziell weiterhin 
vorhanden (p=0,07). Bei RASF wurde die ERK-Aktivierung nach 15 min tendenziell (p=0,056) 
und nach 30 min signifikant auf 725%±540% (p=0,037) erhöht. 
Die Phosphorylierung von p38 in OASF durch IL-1β konnte nicht signifikant belegt werden. Ein 
signifikanter Unterschied zur 0-Kontrolle ergab sich für die p38-Phosphorylierung bei RASF bei 
Steigerung auf 457%±186% (p=0,005) des Ausgangsniveaus nach 15 min und auf 437%±128% 
(p=0,001) nach 30 min. Auf Grundlage der qualitativen Auswertung ist jedoch bei RASF und 
OASF von einer maximalen Aktivierung von ERK nach 15min und von p38 nach 30 min 
auszugehen. Dieses Ergebnis korreliert mit der Studie von Schett et al., die p38-

























Phosphorylierung von STAT3, ERK 
und p38 in OASF und RASF nach 
Stimulation mit 1ng/ml IL-1β  
Die Aktivierung von STAT3(A, B) ERK 
(C, D) und p38 (E, F) wird durch den 
Quotienten aus phosphoryliertem und 
unphosphoryliertem STAT3, ERK bzw. 
p38 dargestellt. Unterschiede zum 
Zeitpunkt t = 0 wurden mit dem paired t-
test berechnet. Signifikante Unterschiede 
(p<0.05) im Vergleich zum Zeitpunkt t = 0 
sind im Graphen mit einen Stern (*) 
gekennzeichnet. Die Daten sind als 
Boxplots dargestellt. Jede Box markiert 
den Abstand zwischen 25. und 75. 
Perzentile. Horizontale Striche außerhalb 
der Boxplots markieren die 10. und 90. 
Perzentile, die horizontale Linie im 
Boxplot den Median. Unterhalb jedes 






6.3. Modulation der IFN-γ-induzierten Kurzzeitaktivierung von STAT1, 
STAT3, ERK1/2 und p38 durch Cortisol, AEA, Capsaicin und Nimesulid  
Um die IFN-γ-vermittelte Aktivierung der untersuchten Signalwege zu modulieren, wurden 
die SF mit Cortisol, AEA und Capsaicin alleine und dann in Kombination mit dem COX-2-
Inhibitor Nimesulid für 5 h vorinkubiert. OASF zeigten, wie bereits im vorhergehenden 
Versuchsteil nachgewiesen, nach 30 min Stimulation mit IFN-γ eine hochsignifikante 
Aktivierung (p<0,001) von STAT1 (100%±0%) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
(4,2%±2,7%). Die IFN-γ-induzierte STAT1-Aktivierung konnte bei OASF durch Zugabe der 
Modulatoren nicht signifikant beeinflusst werden. Bei RASF konnte die Aktivierung durch 
Capsaicin in Kombination mit Nimesulid (50%±28%) signifikant gesenkt werden. Cortisol 
bewirkte, wenn auch nicht signifikant, bei RASF tendenziell eine Verstärkung der IFN-γ-
induzierten STAT1-Phosphorylierung (p=0,09), während Cortisol in Kombination mit 
Nimesulid die STAT1-Phosphorylierung hemmte (p=0,06). Durch AEA zeigte sich keine 
Beeinflussung der STAT1-Aktivierung. Die INF-γ-induzierte STAT3-Aktivierung konnte 
weder bei RASF noch bei OASF signifikant beeinflusst werden (siehe Abb.4). 
Die IFN-γ-induzierte Aktivierung von ERK konnte im Versuchtsteil 6.1. nicht nachgewiesen 
werden. In OASF wurde die Aktivierung von ERK sowohl durch Cortisol alleine als auch 
durch Cortisol in Kombination mit Nimesulid signifikant erhöht (siehe Abb.5 A). Diese 
Modulation war in RASF nicht feststellbar (siehe Abb.5 B). Im Versuchsteil 6.1. dargestellt, 
konnte die INF-γ-vermittelte Aktivierung von p38 nach 15 bzw. 30 min bei OASF signifikant 
gezeigt werden. Bei OASF wurde die IFN-γ-induzierte Aktivierung von p38 durch Zugabe 
von Modulatoren nicht weiter beeinflusst (siehe Abb.5 C). In RASF hingegen verminderte 
Cortisol die IFN-γ-Aktivierung von p38 auf 52%±16%. AEA in der Konzentration von 10nM, 
nicht aber 1µM, verminderte die p38-Aktivieriung alleine auf 58%±14% und in Kombination 
mit Nimesulid auf 58%±15%. Auch Capsaicin reduzierte die p38-Aktivierung alleine 
signifikant auf 63%±14% und in Kombination mit Nimesulid sehr signifikant auf 51%±12% 






Veränderung der IFN-γ-abhängigen Kurzzeitaktivierung von pSTAT1 (A, B) und pSTAT3 (C, D) in OASF und RASF 
durch Nimesulid, Cortisol, AEA und Capsaicin 
Die SF wurden 5 h mit „small molecule“ Modulatoren vorinkubiert, dann 30 min mit IFN-γ (10ng/ml) stimuliert. Die 
Aktivierung wird durch den Quotienten aus phosphoryliertem und unphosphoryliertem STAT1 bzw. STAT3 ausgedrückt und 
prozentual auf die nur mit IFN-γ stimulierte Kontrolle bezogen. Die Unterschiede zur IFN-γ-Kontrolle wurden mit dem paired 
t-test berechnet. Die Daten sind als Boxplots dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. 
Horizontale Striche außerhalb der Boxplots markieren die 10. und 90. Perzentile, die horizontale Linie im Boxplot den 
Median.  
*  signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.05) 
*** hochsignifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.001) 
 
Abweichung von der angegebenen Stichprobenzahl n bei B und D:  







   
Abb.5 
Veränderung der IFN-γ-abhängigen Kurzzeitaktivierung von ERK (A, B) und p38 (C, D) in OASF und RASF 
durch Nimesulid, Cortisol, AEA und Capsaicin 
Die SF wurden 5 h mit den oben genannten Modulatoren vorinkubiert, dann für ERK (A, B) über 5 min und für p38 (C, 
D) über 30 min mit IFN-γ stimuliert. Die Aktivierung wird durch den Quotienten aus phosphoryliertem und 
unphosphoryliertem ERK bzw. p38 ausgedrückt und prozentual auf die nur mit IFN-γ stimulierte Kontrolle bezogen. Die 
Unterschiede zur IFN-γ-Kontrolle wurden mit dem paired t-test berechnet. Die Daten sind als Boxplots dargestellt. Jede 
Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. Horizontale Striche außerhalb der Boxplots markieren die 10. 
und 90. Perzentile, die horizontale Linie im Boxplot den Median.  
*  signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.05) 
** sehr signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.01) 
 
Abweichung von der angegebenen Stichprobenzahl n. 
A: unstimulierte Kontrolle: n=3, Nimesulid: n=3 






6.4. Modulation der IFN-γ-induzierten Aktivierung von STAT1, STAT3, ERK 
und p38 über 48 h durch Cortisol, AEA, Capsaicin, Nimesulid und IL-1β  
Nachdem bei kurzzeitiger Stimulation mit IFN-γ kaum Effekte auf die STAT1-Phosphorylierung 
durch Cortisol, AEA, Capsaicin und Nimesulid detektierbar waren, wurde in einem weiteren 
Schritt der Effekt dieser Verbindungen auf die Langzeitaktivierung von STAT1 durch IFN-γ 
getestet. Hierfür wurden OASF und RASF 5 h mit Cortisol, AEA und Capsaicin jeweils einzeln 
und in Kombination mit Nimesulid oder alleine mit IL-1β vorinkubiert. Anschließend wurde für 
48 h mit IFN-γ stimuliert. Die Aktivierung von STAT1 stieg in OASF nach 48-stündiger IFN-γ-
Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (19%±9%) signifikant auf 100% 
(p=0,005) (siehe Abb.6 A). In RASF zeigte sich ein ähnlicher Trend, erreichte aber keine 
Signifikanz (p=0,16) (siehe Abb.6 B). Capsaicin alleine verminderte die IFN-γ-induzierte 
STAT1-Aktivierung sowohl in OASF (p=0,09) als auch in RASF (p=0.14) nicht. In 
Kombination mit Nimesulid senkte Capsaicin die STAT1-Aktivierung signifikant auf 79%±3% 
in OASF (p=0,005) und 84%±6% (p=0,046) in RASF. Während AEA in RASF keine 
Beeinflussung der STAT1-Phosphorylierung in allen getesteten Konzentrationen zeigte, konnte 
in OASF bei einer Konzentration von 1µM in Kombination mit Nimesulid ein Abfall der 
Aktivierung auf 86%±6% beobachtet werden (p=0,049). Cortisol hatte keine Auswirkungen auf 
die STAT1-Aktivierung in OASF, verstärkte aber tendenziell die Aktivierung von STAT1 in 
RASF (p=0.08). In Kombination mit Nimesulid förderte Cortisol die STAT1-Aktivierung in 
RASF (159%±20%) signifikant (p=0,037). Das Zytokin IL-1β erniedrigte die STAT1-
Aktivierung signifikant in OASF auf 78%±7% (p=0.034) und tendenziell in RASF (p=0,083) 
(siehe Abb.6 A und B).  
Die Phosphorylierung von STAT3 nach Stimulation mit IFN-γ fiel im Vergleich zur 
unstimulierten Kontrolle über 48 h in RASF im Sinne einer Deaktivierung signifikant von 
214%±33% auf 100% ab (p=0,027) (siehe Abb.6 D). In OASF zeichnete sich ein ähnlicher 
Trend der Deaktivierung von STAT3 durch IFN-γ ab (p=0.08) (siehe Abb.6 C). Im direkten 
Vergleich zwischen OASF und RASF zeigte sich bei letzterem eine signifikant stärkere 
Aktivierung von STAT3 nach 48 h. 5-stündige Vorinkubation mit Cortisol, AEA; Capsaicin und 
Nimesulid zeigte keine signifikante Beeinflussung der Aktivierung. Das Zytokin IL-1β bewirkte 
in OASF keinen eindeutigen Effekt. Bei RASF vermittelte IL-1β tendenziell eine verstärkte 







Veränderung der IFN-γ-abhängigen Langzeitaktivierung von pSTAT1 (A, B) und pSTAT3 (C, D) in OASF und 
RASF durch Cortisol, Capsaicin, AEA, Nimesulid und IL-1β 
Die SF wurden 5 h mit den oben genannten „small molecule“-Modulatoren oder IL-1β vorinkubiert, dann 48 h mit 
IFN-γ stimuliert. Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren wird durch den Quotienten aus phosphoryliertem und 
unphosphoryliertem STAT1 bzw. STAT3 ausgedrückt und prozentual auf die nur mit IFN-γ stimulierte Kontrolle 
bezogen. Die Unterschiede zur IFN-γ-Kontrolle wurden mit dem paired t-test berechnet. Die Daten sind als Boxplots 
dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. Horizontale Striche außerhalb der 
Boxplots markieren die 10. und 90. Perzentile, die horizontale Linie im Boxplot den Median.  
*  signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.05) 
** sehr signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.01) 
 
Abweichung von der angegebenen Stichprobenzahl n bei Versuchsteil „nur Nimesulid“:  
A und C: n=2 






Wie schon nach Kurzzeitstimulation über 30 min mit INF-γ, ergab sich auch nach 48-stündiger 
IFN-γ-Stimulation keine eindeutige Änderung der Aktivierung von ERK1/2 (siehe Abb.7 A und 
B). Es ergab sich zudem keine Modulation der ERK-Aktivierung nach Vorinkubation mit AEA, 
Capsaicin, Cortisol und Nimesulid. In RASF und OASF war die Erhöhung der IFN-γ-induzierten 
ERK-Aktivierung sowohl durch AEA alleine (1µM und 10nM) als auch in Kombination mit 
Nimesulid nur in der qualitativen Auswertung sichtbar, da sich eine weite Streubreite der Werte 
zeigte. Das Zytokin IL-1β bewirkte keine signifikante Modulation der ERK1/2-Aktivierung nach 
48 h. 
Eine Modulation der Aktivierung von p38 nach 48 h durch IFN-γ konnte ebenfalls nicht 
signifikant gezeigt werden (siehe Abb.7 C und D). Auffallend war die signifikante Hemmung der 
p38-Aktivierung durch Cortisol alleine (p=0.046) und in Kombination mit Nimesulid (p=0.022) 
in RASF, nicht aber in OASF. Des Weiteren inhibierte auch Capsaicin die p38-



















Modulation der IFN-γ-abhängigen Langzeitaktivierung der MAPKen ERK1/2 (A, B) und p38 (C, D) in OASF und 
RASF durch Cortisol, AEA, Capsaicin, Nimesulid und IL-1β 
Die SF wurden 5 h mit den genannten Modulatoren oder IL-1β vorinkubiert, dann 48 h mit IFN-γ stimuliert. Die Aktivierung 
der Transkriptionsfaktoren wird durch den Quotienten aus phosphoryliertem und unphosphoryliertem ERK bzw. p38 
ausgedrückt und prozentual auf die nur mit IFN-γ stimulierte Kontrolle bezogen. Unterschiede zur IFN-γ-Kontrolle wurden 
mit dem paired t-test berechnet. Die Daten sind als Boxplots dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. 
Perzentile. Horizontale Striche außerhalb der Boxplots markieren die 10. und 90. Perzentile, die horizontale Linie im Boxplot 
den Median. 
* signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.05) 
** sehr signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.01) 
 
Abweichung von der angegebenen Stichprobenzahl n bei Versuchsteil „nur Nimesulid“:  
A und C: n=2 
B und D: n=1 
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6.5. Modulation der IFN-γ-abhängigen Kurzzeitaktivierung von STAT1, STAT3, 
ERK1/2 und p38 durch IL-1β 
 
In diesem Teilversuch wurden OASF und RASF für jeweils 15 und 30 min mit IFN-γ und IL-1β 
inkubiert. Um die gegenseitige Beeinflussung der Signalwege dieser Zytokine zu untersuchen, 
wurde mit IFN-γ und IL-1β zudem für 15 min und 30 min kombiniert stimuliert. Wie in den 
Vorversuchen bestätigte dieser Versuchsteil, dass IFN-γ, nicht aber IL-1β, die Aktivierung von 
STAT1 (siehe Abb.8 A und B) und STAT3 (siehe Abb.8 C und D) induziert. Die IFN-γ-
induzierte-Aktivierung von STAT1 stieg in OASF im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
signifikant nach 15 min auf 1681%±840% (p=0,033) und nach 30 min auf 1844%±802% 
(p=0,022). In OASF stieg die Aktivierung nach Kostimulation mit IFN-γ und IL-1β nach 15 min 
auf 1487%±600% (p=0,019) und nach 30 min auf 1408%±806 (p=0,048). Aufgrund niedriger 
Versuchszahl und Schwankungen im Ausmaß der Aktivierung war die Aktivierung von STAT1 
in RASF und von STAT3 in OASF nicht signifikant. IFN-γ wurde nach 30 min in RASF 
signifikant aktiviert. Da sich im t-test keine signifikanten Unterschiede zwischen Kostimulation 
und IFN-γ-Kontrolle ergaben, ist von keiner Beeinflussung der IFN-γ-induzierten Aktivierung 
durch IL-1β auszugehen. In der quantitativen Analyse ergab sich bei RASF keine signifikante 
Hemmung der IFN-γ-induzierten STAT3-Aktivierung durch IL-1β über 30 min (p=0,298). 
Die MAPKen ERK und p38 wurden stark durch IL-1β aktiviert. Aufgrund niedriger 
Versuchszahlen wurde keine Signifikanz erreicht (siehe Abb.9). Die IL-1β-induzierte ERK-
Aktivierung fiel nach 30 min tendenziell stärker aus als nach 15 min. Wie im Vorversuch war die 
Aktivierung von p38 durch IL-1β nach 15 min in RASF auf 322%±89% (p=0,050) signifikant 
gesteigert. Bei zusätzlicher Inkubation mit IFN-γ blieb die Aktivierung weiterhin signifikant auf 
325%±63% (p=0,025) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle erhöht. Weder für ERK noch 
für p38 ergab sich bei gleichzeitiger Inkubation mit IFN-γ und IL-1β ein signifikanter 
















Einfluss von IL-1β auf die IFN-γ-induzierte Aktivierung von STATs. 
OASF und RASF wurden für jeweils 15 und 30 min mit 10ng/ml IFN-γ und 1ng/ml IL-1β alleine und in Kombination 
stimuliert. Die Aktivierung von STAT1 (A, B) und STAT3 (C, D) wird durch den Quotienten aus phosphorylierter 
und unphosphorylierter Form dargestellt. Unterschiede zur unstimulierten Kontrolle wurden mit dem paired t-test 
berechnet. Signifikante Unterschiede (p<0.05) sind im Graph mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Die Daten sind als 
Boxplots dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. Horizontale Striche außerhalb 











Einfluss von IFN-γ auf die IL-1β-induzierte Aktivierung von p38 und ERK. 
OASF und RASF wurden für jeweils 15 und 30 min mit 10ng/ml IFN-γ und 1ng/ml IL-1β alleine und in Kombination 
stimuliert. Die Aktivierung von ERK (A, B) und p38 (C, D) wird durch den Quotienten aus phosphorylierter und 
unphosphorylierter Form dargestellt. Unterschiede zur unstimulierten Kontrolle wurden mit dem paired t-test 
berechnet. Die Daten sind als Boxplots dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. 




6.6. Veränderung der Menge von unphosphoryliertem STAT1, STAT3, ERK 
und p38 durch IFN-γ über 48 h und zusätzlicher Einfluss von Cortisol, AEA, 
Capsaicin, Nimesulid und IL-1β 
 
Da neben den phosphorylierten Formen auch die nicht-phosphorylierten Formen von STAT1 und 
STAT3 Signale in der Zelle übertragen können (57), wurde im nächsten Versuchsteil die 
Änderung der Gesamtmenge von STAT1 und STAT3 in OASF und RASF untersucht. Die 
Menge von unphosphoryliertem STAT1 stieg signifikant durch 48-stündige IFN-γ-Stimulation in 
OASF auf 330% (30%±5% auf 100%) und in RASF auf 420% (23%±7% auf 100%) der 
unstimulierten Ausgangsmenge (siehe Abb.10 A und B). Vorinkubation mit Cortisol verringerte 
die STAT1-Expression in RASF signifikant auf 84%±2% (p=0.007) im Vergleich zur IFN-γ-
Kontrolle. Die Kombination aus Cortisol und Nimesulid reduzierte die IFN-γ-induzierte STAT1-
Menge ebenfalls, wenn auch nicht signifikant auf 85%±11% (p=0,145). Capsaicin steigerte die 
IFN-γ- induzierte STAT1-Menge in RASF tendenziell auf 118±8% (p=0,053) und in 
Kombination mit Nimesulid signifikant auf 125%±9% (p=0,037). Interessanterweise wurde die 
IFN-γ-induzierte STAT1-Menge in OASF durch Capsaicin dagegen auf 66%±10% (p=0,029) 
reduziert. Die Menge von STAT3 wurde durch 48-stündige IFN-γ-Stimulation signifikant in 
RASF auf 250 % (40%±13% auf 100%) und in OASF auf 190% (52%±17% auf 100%) erhöht 
(siehe Abb. 10 C und D). Cortisol, AEA, Capsaicin, Nimesulid und IL-1β nahmen keinen 
Einfluss auf die INF-γ-induzierte STAT3-Expression. 
Die Gesamtmenge von ERK wurde durch 48-stündige IFN-γ-Stimulation in OASF von 
123%±5% auf 100% reduziert (p=0,014) (siehe Abb. 11 A), während sich bei RASF die ERK-
Menge nicht änderte (siehe Abb. 11B). IFN-γ in Kombination mit AEA (1µM) verminderte die 
ERK-Expression weiter auf 80%±8% (p=0,046) in OASF. Die übrigen getesteten „small 
molecule“-Modulatoren beeinflussten die IFN-γ-induzierte Minderung der ERK-Menge nicht 
(siehe Abb.11 A und B). Bezüglich der Menge von p38 in RASF und OASF ergab sich keine 
Veränderung durch IFN-γ-Stimulation alleine und in Kombination mit „small molecule“-






Veränderung der STAT1- und STAT3-Menge durch IFN-γ und zusätzliche Stimulation mit Cortisol, AEA, 
Capsaicin, Nimesulid und IL-1β.  
OASF und RASF wurden 5 h mit den oben genannten „small molecule“-Modulatoren oder 1ng/ml IL-1β vorinkubiert, 
dann für weitere 48 h zusätzlich mit 10ng/ml IFN-γ stimuliert. Die intrazelluläre Menge von STAT1 (A, B) und STAT3 
(C, D) wird durch den Quotienten aus unphosphorylierter Form und Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
(GAPDH) dargestellt. Unterschiede zur IFN-γ-Kontrolle wurden mit dem paired t-test berechnet. Die Daten sind als 
Boxplots dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. Horizontale Striche außerhalb der 
Boxplots markieren die 10. und 90. Perzentile, die horizontale Linie im Boxplot den Median. 
*  signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.05) 
**  sehr signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.01) 
 
Abweichung von der angegebenen Stichprobenzahl n bei A und C:  
Abbildung A und C: Nimesulid n=2 









Veränderung der ERK1/2- und p38 Menge durch IFN-y und zusätzliche Stimulation mit Cortisol, AEA, 
Capsaicin, Nimesulid und IL-1β. 
 OASF und RASF wurden 5 h mit den oben genannten „small molecule“-Modulatoren oder 1ng/ml IL-1β vorinkubiert, 
dann für weitere 48 h zusätzlich mit 10ng/ml IFN-γ stimuliert. Die intrazelluläre Menge von ERK (A, B) und p38 (C, 
D) wird durch den Quotienten aus unphosphorylierter Form und Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
(GAPDH) dargestellt. Unterschiede zur IFN-γ-Kontrolle wurden mit dem paired t-test berechnet. Die Daten sind als 
Boxplots dargestellt. Jede Box markiert den Abstand zwischen 25. und 75. Perzentile. Horizontale Striche außerhalb 
der Boxplots markieren die 10. und 90. Perzentile, die horizontale Linie im Boxplot den Median. 
* signifikant zur IFN-γ-Kontrolle (p<0.05) 
 
Abweichung von der angegebenen Stichprobenzahl n bei Versuchsteil „nur Nimesulid“:  
A und C: n=2 







In dieser Arbeit wurde der Einfluss von IFN-γ auf die Aktivierung/Phosphorylierung der 
intrazellulären Signalmoleküle STAT1, STAT3, ERK1/2 und p38 in synovialen Fibroblasten 
untersucht. Dabei wurden sowohl die Effekte von IFN-γ alleine als auch in Kombination mit 
Cortisol, den TRPV-Liganden Capsaicin und AEA, dem COX-2-Inhibitor Nimesulid und dem 
proinflammatorischen Zytokin IL-1β betrachtet.   
Mit Ausnahme von IL-1β und Capsaicin sind diese Substanzen in der Literatur als 
antiinflammatorisch bei RA beschrieben, wobei außer bei Cortisol der intrazelluläre 
Wirkmechanismus noch nicht genau aufgeklärt wurde (58). In dieser Studie sollte daher der 
Einfluss auf den wichtigen proinflammatorischen Signalweg von IFN-γ geklärt werden. Eine 
Modulation des IFN-γ-Signalwegs könnte die Produktion von Zytokinen und Chemokinen 
beeinflussen und deshalb die Entzündung im Rahmen der RA modulieren. Neben IFN- γ 
wurde auch das Signalling von IL-1β untersucht, da IL-1β andere intrazelluläre Signalwege 
aktiviert und in unserem Labor bereits eine gegenseitige, negative Beeinflussung von IFN- γ 
und IL-1β in Bezug auf Zytokinproduktion gezeigt wurde.  
In ersten Versuchen wurde die Aktivierungskinetik der intrazellulären Kinasen von 
STAT1/STAT3, ERK und p38 nach Stimulation mit IFN- γ herausgearbeitet. Es konnte 
gezeigt werden, dass die IFN-γ-induzierte Aktivierung von STAT1 und STAT3 in OASF und 
RASF nach 15 bis 30 min ein Maximum erreicht und anschließend wieder abfällt. Nach 48 h 
Inkubation mit IFN-γ war nach wie vor ein starkes pSTAT1-Signal detektierbar, während bei 
STAT3 keine Phosphorylierung mehr nachweisbar war.  
Die starke Aktivierung von STAT1 nach 30-minütiger IFN-γ-Stimulation deckt sich mit 
Ergebnissen von Haspel et al., in denen eine ähnliche STAT1-Aktivierungskinetik nach IFN-
γ-Stimulation in Bud-8-Fibroblasten gezeigt wurde (59). In dieser Studie erreichte die DNA-
Bindungsaktivität von STAT1 nach 30 min ein Maximum, blieb über 90 min stark erhöht und 
fiel über 4 h bis auf 5-10% der Maximalbindungsaktivität ab (59). Haspel et al. belegten, dass 
ein Proteinkinaseinhibitor die Signalübertragung vom Rezeptor hemmt und damit die 
pSTAT1-Menge und die DNA-Aktivierung gleichermaßen senkt. Aus der zeitlichen 
Korrelation der DNA-Bindungsaktivität von STAT1 mit der Präsenz von phosphoryliertem 
STAT1 im Kern leiteten Haspel et al. ein zusammenhängendes Downstream-Signalling ab 
(59). Bei maximaler Aktivierung nach 30 min befanden sich 25% der STAT1-Menge der 
Zelle in phosphoryliertem Zustand im Kern. Die Gesamtmenge von phosphoryliertem und 
45 
 
unphosphoryliertem STAT1 in der Zelle blieb dabei in dem getesteten Zeitraum von 4 h laut 
Studie von Haspel et al. konstant. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die 
Aktivierung pSTAT1/STAT1 in unserem Versuch in den ersten Versuch als quantitative 
Aussage betrachtet werden kann. Versuche mit Phosphataseinhibitoren und einem 
Proteasominhibitor zeigten, dass Proteolyse als Inaktivtor der STAT1 Aktivierung nicht im 
Kern, sondern lediglich auf der Ebene der α-Kette des IFN-γ-Rezeptors angreift, während für 
die Beendigung der DNA-Bindungsaktivität von aktiviertem STAT1 hauptsächlich 
Phosphatasen verantwortlich sind (59).  
Die IFN-γ-induzierte Aktivierung von STAT3 erreichte in der vorgelegten Studie ebenfalls 
nach 30 min ein Maximum. Dies korreliert mit dem Ergebnis von Quing et al., die ebenfalls 
nach 30 bis 60 min ein Maximum der STAT3-Aktivierung durch Stimulation mit IFN-γ in 
embryonalen Mausfibroblasten feststellten (60).  
Nach prolongierter Inkubation mit IFN-γ konnte in der vorliegenden Studie nach 48 h 
weiterhin eine deutliche Phosphorylierung von STAT1 nachgewiesen werden. Im Ergebnisteil 
6.6. wurde festgestellt, dass auch die Expression von unphosphoryliertem STAT1 nach 48 h 
stark erhöht ist. Cheon et al. zeigten übereinstimmend mit dem Ergebnis der vorliegenden 
Studie an immortalisierten Epithelzellen der Brustdrüse eine erhöhte Synthese von 
unphosphoryliertem STAT1 noch nicht nach 8 h, jedoch nach 24 h und 48 h (38). Der 
STAT1-Anstieg war gleichbleibend und unabhängig von der INF-γ-Konzentration, während 
der Anstieg von pSTAT1 proportional zur INF-γ-Konzentration verlief (38). Cheon et al. 
konnten nach 8 h kein phosphoryliertes STAT1 mehr nachweisen. Quing et al. hingegen 
zeigten in embryonalen Mausfibroblasten in Übereinstimmung mit dem vorliegenden 
Ergebnis einen initialen INF-γ-induzierten Anstieg der pSTAT1-Menge, die dann mindestens 
über den untersuchten Zeitraum von 16 h konstant blieb. Dabei induzierte IFN-γ über diesen 
Zeitraum auch hier die Synthese von STAT1 (60). Um den Anstieg von STAT1 über 48 h zu 
berücksichtigen, wurde für die Beschreibung der Aktivierung von STAT1 in der vorliegenden 
Studie nicht allein die pSTAT1-Menge, sondern der Quotient der Gesamtmenge von pSTAT1 
und STAT1 in der Zelle herangezogen. Unphosphoryliertes STAT1 kann selbst 
Genexpression von IFI27, OAS1 und LMP2 initiieren, welche vorwiegend 
immunmodulatorische Funktion aufweisen (57,61). Der größte Anteil des infolge von IFN-γ-
Stimulation neu synthetiserten, unphosphorylierten STAT1 befindet sich nach 48 h im Kern 
(57). Die STAT1-induzierte Genexpression überschneidet sich nur teilweise mit dem 
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pSTAT1-induzierbaren Genspektrum (57). Interessanterweise unterliegt der Kerntransport 
von pSTAT1 und STAT1 unterschiedlichen Importmechanismen (62).  
Die Aktivierung von STAT3 fiel in vorliegendem Versuch nach 48-stündiger Stimulation mit 
IFN-γ unter das Ausgangsniveau, während die Gesamtmenge von unphosphoryliertem 
STAT3 anstieg. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Studie von Quing et al., die an 
Versuchen mit embryonalen Mausfibroblasten maximale IFN-γ-induzierte Phosphorylierung 
von STAT3 nach 30 bis 60 min und deren kontinuierlichen Abfall über 6 h nachwies. Im 
untersuchten Zeitrahmen von 16 h stieg die Menge von nicht-phosphoryliertem STAT3 bei 
Quing et al. kontinuierlich an (60). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
sich der Trend der Aktivierung von STAT1 und STAT3 in Korrelation mit den Ergebnissen 
der Studie von Quing et al. über 48 h fortsetzt. 
Die in dieser Studie gezeigte IFN-γ-induzierte STAT1-Aktivierung blieb über Tage erhalten, 
während die STAT3-Aktivierung wieder abfiel. STAT1-Signalling aktiviert antiproliferative 
Prozesse (63). In einer Studie an Sarkomzellen wurde beispielsweise nachgewiesen, dass 
STAT1-defiziente Zellen eine verminderte IFN-γ-vermittelte Expression protektiver 
Apoptoseproteine zeigen, was durch STAT1-Transfektion reinduziert werden kann (64). 
IFNγR- oder STAT1-Knockout-mäuse entwickeln schneller und früher chemisch induzierte 
oder durch p53-Defizienz getriggerte Tumore als Wildtypmäuse (65). In Chondrozyten von 
Wildtypmäusen im Vergleich mit STAT1-Knockout-Mäusen wirkt FGF-induziertes STAT1 
antiproliferativ (66). Aus diesen Studien kann in der Zusammenschau eine antiproliferative 
Funktion von STAT1 abgeleitet werden. Die langfristige STAT1-aktivierende Wirkung von 
IFN-γ im Ergebnis der vorliegenden Arbeit kann damit protektiv im Hinblick auf 
Intimahyperproliferation und Pannusbildung bei RA bewertet werden.  
Die Wirkung von STAT3 auf die Zellproliferation ist weniger eindeutig als bei STAT1, wobei 
zelltypabhängig proliferative, antiapoptotische Signale überwiegen (63). RASF mit 
funktionslosem STAT3 zeigen vermindertes Wachstum und verstärkte Apoptoseneigung (67). 
Zudem vermittelt STAT3 die IL17-induzierte Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 
in RASF (68) und vermindert die Expression des Apoptose-induzierenden Proteins FAS an 
der Zelloberfläche von Melanomzellen (69). Als weitere pathogene Eigenschaft fördert 
STAT3 die Differenzierung von TH17-Zellen, die wiederum die Differenzierung von TREG-
Zellen inhibieren (70). Außerdem vermittelt STAT3 hypoxieinduzierte Produktion 
inflammatorischer Zytokine wie IL6 und IL8, Zellmigration und -invasion (71). Hypoxie 
aktiviert STAT3 in RA, was zur Produktion von MMPs und Knochendestruktion führt (71).  
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Antiinflammatorisch wirkt der IFN-γ-Signalweg sowohl über STAT1 als auch STAT3 in SF 
durch Aktivierung der Transkription der Indoleamin-2,3-Dioxygenase (IDO). IFN-γ induziert 
IDO1 in SF, was zu Tryptophankatabolismus und -depletion führt und dadurch die TH1-
Antwort in Synovialgewebe hemmt (72). Dabei ist von einer STAT-abhängigen IDO-
Induktion auszugehen, da auch in neonatalen Makrophagen IL27-induziertes aktiviertes 
STAT1 und STAT3 an die IDO-Promotorregion bindet (73). In der Zusammenschau der 
Funktionen von STAT1 und STAT3 ist bei langfristiger Aktivierung von STAT1 über 48 h 
bei lediglich kurzfristiger Aktivierung von STAT3 nach dem Ergebnis der vorliegenden 
Arbeit in SF, übereinstimmend mit Studien in vivo, von einem überwiegend protektiven 
Effekt von IFN-γ in RA auszugehen. Eine Studie von Vermeire et al. zeigte beispielsweise, 
dass Mäuse mit defektem IFN-γ-R schneller Arthritis entwickeln als die Kontrollgruppe (35). 
Es ist bekannt, dass sich STAT1 und STAT3 in Bezug auf ihre Aktivierung gegenseitig 
beeinflussen (74). Der zugrundeliegende Signalmechanismus in SF muss in weiterführenden 
Studien geklärt werden. Das gezeigte Phänomen könnte durch gegenseitige Inhibition von 
STAT1 und STAT3 über die rückkoppelnde Induktion von Suppressors of cytokine signalling 
(SOCS), Kompetition um die Bindungsstelle am IFN-γ-Rezeptor und direkte Hemmung über 
DNA-Bindung an negativ regulatorische Elementen bedingt sein (74). Zudem begrenzen 
STAT1 und STAT3 die jeweilige Homodimerbildung über Heterodimerbildung STAT1-
STAT3 (74). Die Funktion der STAT1-STAT3-Heterodimere als Transkriptionsfaktoren ist 
noch unzureichend verstanden (63).  
Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wird STAT1 durch IFN-γ über 90 min in OASF stärker 
aktiviert als in RASF. Interessanterweise beobachteten Kasperkovitz et al. als 
Ausgangssituation, dass die STAT1-Menge in RASF in vitro höher ist als in OASF (75). In 
Korrelation mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit ergab sich in einer Studie von Chan et 
al. an peripheren Blutmonozyten, dass die IFN-γ-induzierte SOCS1-mRNA-Expression bei 
OA-Patienten höher ist als bei RA-Patienten (76). Die Transkription von SOCS wird 
bekannterweise über den JAK-STAT-Signalweg induziert (77,78).  
STAT3 hingegen wird durch IFN-γ in RASF stärker aktiviert als in OASF. Dies korreliert mit 
Ergebnissen von Gao und McCormick, die gezeigt haben, dass STAT3 in Synovialgewebe bei 
RA im Vergleich zur gesunden Kontrolle ebenso basal stärker aktiviert ist (71). In Folge wird 




In vorliegender Arbeit wurde außerdem der Einfluss von IFN-γ auf die Aktivierung der p38 
MAPK und ERK1/2 untersucht. Eine Aktivierung von ERK durch IFN- y konnte in den 
durchgeführten Versuchen nicht nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit einer Studie von 
Schett et al., die TNF und IL-1β, nicht jedoch IFN-γ (30ng/ml) als potenteste Induktoren der 
ERK-Phosphorylierung in SF identifiziert haben (39). In einer Studie von Gough et al. 
hingegen konnte eine IFN-γ (1000 IU/ml)-induzierte Aktivierung von ERK mit Maximum 
nach 5 - 15 min an embryonalen Mausfibroblasten gezeigt werden (79). Der Einsatz 
unterschiedlicher IFN-γ-Konzentrationen könnte die unterschiedlichen Studienergebnisse 
bedingen. Es ist bekannt, dass ERK1/2 zum Teil STAT-abhängig, aber auch STAT-
unabhängig aktiviert wird und eine andere Kinetik als die Aktivierung von STAT1 und 
STAT3 aufweist (23). In einer Makrophagenzelllinie belegten Hu et al. eine RAF1-
unabhängige, aber STAT1-abhängige ERK-Aktivierung über den IFN-γ-Stimulationszeitraum 
von 30 min bis 8 h (80). Das Zusammenspiel multipler, noch nicht abschließend verstandener 
Signalwege der IFN-γ-induzierten ERK1/2-Aktivierung, unter anderem über den 
transaktivierten EGF-Rezeptor, Ras und JAK2-assoziiertem Raf1, könnte zudem die 
Variabilität der ERK1/2-Phosphorylierung im vorliegenden Versuch erklären (23).  
In vorliegender Studie wurde eine Reduktion von unphosphoryliertem ERK in OASF nach 
48-stündiger Inkubation mit IFN-γ festgestellt. In Korrelation zu diesem Ergebnis stellte eine 
Arbeit von Hu et al. ebenfalls eine Verringerung der ERK-Menge nach IFN-γ-Stimulation in 
einer Makrophagenzelllinie nach 2 bis 8 h fest (80).  
Die ausbleibende ERK-Aktivierung kann als protektive Wirkung von IFN-γ in RA gewertet 
werden. Schett et al. konnten ERK-Aktivierung in Synovialgewebe von RA, nicht aber in OA 
nachweisen (39). Proinflammatorische Mediatoren wie TNF und IL-β aktiveren in SF über 
ERK die E3-Ubiquitin-Ligase Synoviolin, was zu Hyperproliferation beiträgt (81). 
Eindämmung von Migration und Knorpelerosion sowie weitere protektive Effekte von 
Glukokortikoiden in SF treten in Zusammenhang mit ERK-Inhibition auf (82).  
Neben ERK wurde in dieser Studie auch die IFN-γ-induzierte Aktivierung von p38 
untersucht. Es zeigte sich eine signifikant erhöhte p38-Phosphorylierung bei OASF nach 60 
min und bei RASF nach 15 min. Die frühere signifikante Aktivierung von p38 in RASF 
korreliert mit einer Studie von Schett et al., die zeigte, dass in Synovialgewebe von RA-
Patienten die p38-Aktivierung deutlicher ausgeprägt ist als in Synovialgewebe von OA-
Patienten (39). In der genannten Studie wird aber ebenfalls gezeigt, dass p38 vorwiegend  
durch IL-1β und TNF-α, nicht jedoch durch IFN-γ aktiviert wird (39).  
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Nach Etablierung der Aktivierungskinetik von STAT1, STAT3, ERK1/2 und p38 wurde IFN-
γ mit Cortisol, Capsaicin, AEA, Nimesulid oder IL-1β kombiniert, um die Modulation der 
Phosphorylierung dieser Signalproteine zu untersuchen.  
Inkubation mit Capsaicin senkte in Kombination mit Nimesulid signifikant die durch 30-
minütige INF-γ-induzierte STAT1 Aktivierung in RASF. Dasselbe Ergebnis zeigte sich nach 
48-stündiger IFN-γ-Stimulation in OASF und RASF. Die Modulation des IFN-γ-STAT1-
Signalwegs könnte durch Metabolite von COX-Produkten wie 15-deoxy-delta12,14-
Prostaglandin J2 (15d-PGJ2) hervorgerufen werden. Das Eingreifen von 15d-PGJ2 in den 
STAT1-Signalweg ist beschrieben. 15d-PGJ2 inhibiert beispielsweise die IFN-γ-induzierte 
STAT1-Aktivierung in pankreatischen Inselzellen von Ratten (83). 15d-PGJ2 inhibiert über 
den gleichen Mechanismus die NO-Synthase in Makrophagen (84).  
Vorinkubation mit Capsaicin reduzierte alleine und in Kombination mit Nimesulid die nach 
30-minütiger IFN-γ-Stimulation bestehende p38-Aktivierung. Die p38-Aktivierung nach 48-
stündiger IFN-γ-Stimulation konnte in dieser Arbeit nicht signifikant belegt werden. Die nach 
48-stündiger IFN-γ-Stimulation bestehende p38-Aktivierung wurde durch Kostimulation mit 
Capsaicin und Nimesulid in RASF signifikant verringert. Capsaicin aktiviert in Fibroblasten 
TRPV1, einen nicht-selektiven Kationenkanal (85), dessen Einfluss auf die Phosphorylierung 
von p38 bereits in humanen dentalen Fibroblasten und humanen kornealen Fibroblasten 
nachgewiesen wurde (86,87). In beiden Fällen erhöhte Capsaicin dosisabhängig die IL-6-
Produktion über TRPV1-induzierte p38-Phosphorylierung. In dentalen Fibroblasten hemmte 
Capsazepine, ein TRPV1-Antagonist, sowohl p38-Phosphorylierung als auch die IL-6 
Produktion (86). In kornealen Fibroblasten wurde der gleiche Effekt durch p38-Inhibitoren 
hervorgerufen (87). Eine Modulation des IFN-γ-Signalwegs über TRPV1-Agonismus konnte 
bereits in Vorversuchen bestätigt werden. Hier zeigte der TRPV1-Agonist Resiniferatoxin 
eine Erhöhung der IFN-γ-induzierten Produktion von BAFF in SF. In dieser Studie konnte die 
Interaktion der Signalwege über den IFN-γR und TRPV1 in RASF belegt werden. 
Interessanterweise ist TRPV1 in RASF und OASF in gleichem Maße exprimiert (47). Dass 
TRPV1-abhängige Effekte in vorliegender Arbeit nur in RASF auftreten, kann durch 
Sensibilisierung von TRPV1 in proinflammatorischem Milieu erklärt werden. Der Ionenstrom 
durch TRPV1 wird durch den pH-Wert potenziert (88). Zudem kann das TRPV1-Signalling 
durch Translokation von TRPV1 aus dem endoplasmatischen Retikulum an die Zellmembran 
erhöht werden (89). Dieser Mechanismus der Translokation von TRPV1 ist beispielsweise in 
humanen pulmonalen Epithelzellen beschrieben (90).  
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Die Hemmung der nach 48-stündiger IFN-γ-Stimulation bestehenden p38-Aktivierung durch 
Capsaicin ist nur bei Kostimulation mit Nimesulid signifikant. Dieses Ergebnis könnte durch 
zusätzliche Aktivierung von TRPV1 durch ein COX-Produkt bedingt sein. Die Aktivierung 
von TRP-Kanälen durch COX-Metabolite ist bekannt (91,92). 15d-PGJ2, ein Metabolit des 
COX-Produkts PGD2, vermittelt beispielsweise TRPV1-Aktivierung und TRPV1-vermittelten 
Ca²+-Einstrom in die Zelle (93). Erst bei Wegfall dieses Störfaktors durch den COX-Inhibitior 
Nimesulid kann die p38-Inhibition Capsaicin signifikant nachgewiesen werden.  
Nachdem die IFN-γ-induzierte ERK-Aktivierung nicht signifikant belegt werden konnte, kann 
über die Modulation der ERK-Aktivierung keine weiterführende Aussage getroffen werden. 
Ob die Aktivierung von ERK speziell in synovialen Fibroblasten durch TRPV1 beeinflusst 
wird muss in weiterführenden Studien geklärt werden. Dies konnte an humanen kornealen 
Fibroblasten, nicht aber an humanen dentalen Pulpafibroblasten nachgewiesen werden 
(86,87). In epithelialen Linsenzellen ist TRPV1-abhängige ERK-Aktivierung gezeigt worden 
(94). Ebenso verläuft bei Mäusen mit Antigen-induzierter Arthritis die Schmerzleitung in 
dorsalen Wurzelganglien und im Rückenmarkshinterhorn gesichert über TRPV1-induzierte 
ERK-Aktivierung (46).   
Neben Capsaicin wurde als weiterer endogener TRPV1-Agonist das Endocannabinoid AEA 
als Modulator der IFN-γ-abhängigen Signalwege getestet. AEA verminderte sowohl alleine 
als auch in Kombination mit Nimesulid die durch 30-minütige IFN-γ-Stimulation induzierte 
p38-Phosphorylierung in RASF. Die nach 48-stündiger IFN-γ-Stimulation bestehende p38-
Phosphorylierung wurde durch AEA nicht moduliert. ERK-Aktivierung nach 5-minütiger 
IFN-γ-Stimulation wurde durch AEA-Kostimulation in OASF, nicht aber in RASF gesteigert. 
Das Endocannabinoid AEA bindet in erster Linie an CB1 und CB2 und mit geringerer 
Affinität an TRPV1 (95). Es ist bekannt, dass Cannabinoidrezeptoren sowohl ERK als auch 
p38 aktivieren (96). Da die IFN-γ-induzierte p38-Aktivierung durch AEA in vorliegendem 
Ergebnis gehemmt wird, ist am ehesten von einem TRPV1-vermittelten Signalling durch 
AEA auszugehen. AEA kann Desensitivierung von TRPV1 auslösen, die durch 
Phosphorylierung des TRPV1 durch die Proteinkinase C moduliert wird (97). Auch die TNF-
induzierte p38-Phosphorylierung wird in RASF durch AEA reduziert (98). Da Nimesulid die 
Modulation der p38-Aktivierung nicht beeinflusste, besteht kein Hinweis auf eine mögliche 
Einflussnahme durch COX-Metabolite. Dies ist von besonderem Interesse, weil AEA selbst 
durch COX metabolisiert werden kann (50). Die Hemmung der IFN-γ-induzierten p38-
Aktivierung durch AEA kann als protektive Wirkung bei RA gewertet werden, da p38-
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Inhibitoren proinflammatorische Mediatoren in RASF hemmen (99). Interessanterweise 
wurde die IFN-γ-induzierte MAPK-Aktivierung bei der AEA-Konzentration 10nM signifikant 
verändert, nicht jedoch bei der höheren AEA-Konzentration von 1µM.  
Weiterhin wurde der Einfluss von Cortisol auf die IFN-γ-induzierte Aktivierung von MAPK 
und STATs untersucht. Eine IFN-γ-induzierte ERK-Aktivierung konnte in dieser Studie nicht 
nachgewiesen werden. Glukokortikoide induzieren Dual specificity Phosphatase 1 (DUSP1), 
die p38 und ERK inaktiviert (100). Dies führt in RASF und OASF zu protektiven Effekten 
(101,102). Die proinflammatorische TNF-α-induzierte ERK-Aktivierung wird beispielsweise 
durch Cortisol in SF inhibiert (82). 5-stündige Inkubation mit Cortisol kombiniert mit 5-
minütiger IFN-γ-Stimulation zeigte in vorliegender Studie interessanterweise eine deutliche 
ERK-Aktivierung in OASF.  
Obwohl eine Modulation der p38-Aktivierung durch 48-minütige IFN-γ-Stimulation in dieser 
Studie nicht signifikant belegt werden konnte, zeigte sich bei Kostimulation mit Cortisol eine 
Hemmung der p38-Phosphorylierung in RASF. Die p38-Inhibition könnte durch 
Glukokortikoid-getriggerte DUSP-Induktion hervorgerufen werden (100). In Korrelation mit 
diesem Ergebnis zeigten Toh et al., dass Dexamethason die Expression der DUSP in RASF 
stimuliert, was mit einer Inhibition von p38 assoziiert ist (103). In OASF zeigte sich in 
vorliegender Studie interessanterweise keine p38-Inhibition durch Cortisol, obgleich DUSP-
Expression auch in OASF nachgewiesen ist (101) 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Vorinkubation mit Cortisol insbesondere in Kombination 
mit Nimesulid die IFN-γ-induzierte STAT1-Aktivierung in RASF, nicht aber in OASF, 
erhöht. Dieses Phänomen zeigt sich noch nicht nach 30-minütiger, aber nach 48-stündiger 
IFN-γ-Stimulation. Auffällig ist dabei, dass die Verstärkung der STAT1-Aktivierung nach 48-
stündiger IFN-γ-Stimulation, ausgedrückt durch den Quotienten pSTAT1/STAT1, in RASF 
laut den Ergebnissen der vorliegenden Studie auch durch die Verminderung der STAT1-
Menge bedingt ist. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie von Hu et al. an 
peripheren Blutmonozyten (104). Vorinkubation mit Dexamethason verringert die durch IFN-
γ-Stimulation erhöhte STAT1-Proteinexpression (104). Bei der Stimulation mit IFN-γ alleine 
wird über 48 h die STAT1-Menge erhöht, da pSTAT1 die Synthese von STAT induziert (57). 
Die Cortisol-getriggerte Verminderung der STAT1-Menge nach 48-stündiger IFN-γ-
Stimulation könnte durch Modulation dieses Induktionsmechanismus bedingt sein. Zudem ist 
die die IFN-γ-induzierte Phosphorylierung von STAT1 in pulmonalen Epithelzellen nicht 
durch Glukokortikoide modulierbar. Dies ist spezifisch für IFN-γ, da die Induktion des 
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STAT1-Signalwegs über andere bekannte Aktivatoren weiterhin durch Glukokortikoide 
inhibierbar war (105). Neben dem Phänomen der Insensibilität für Glukokortikoid-induzierte 
STAT1-Inaktivierung ist in pulmonalen Epithelzellen der Mechanimus für Aktivierung des 
IFN-γ-STAT1-Signalwegs über Glukokortikoide bekannt. Glukokortikoide verstärken in einer 
pulmonalen Zelllinie DUSP-abhängig die IL-1β-induzierte mRNA-Expression von IRF1 und 
C-X-C motiv Protein 10 (CXCL10) (106). Da die Expression von IRF1 und C-X-C motiv 
Protein 10 (CXCL10) auch durch den IFN-γ-STAT1-Signalling getriggert wird (107), ist eine 
aktivierende Verschränkung des IFN-γ-STAT1-Signalwegs und Glukokortikoid-induzierter 
DUSP-Aktivierung denkbar. Ob bei der Verstärkung der IFN-γ-induzierten STAT1-
Aktivierung nach vorliegenden Ergebnissen in SF vergleichbar mit dem Signalling in 
pulmonalen Epithelzellen Glukokortikoid-induzierte DUSP-Aktivierung eine Rolle spielt, 
muss in Folgestudien geklärt werden. Der Signalweg der Glukokortikoid-induzierten DUSP-
Aktivierung ist als Signalweg für p38- und ERK-Hemmung bekannt (100).  
In dieser Arbeit führte die Stimulation von SF mit 1ng/ml IL-1β zur Aktivierung von ERK 
und p38 mit einem Maximum nach 15-30min. SF reagierten somit ähnlich wie primäre 
humane Makrophagen, bei denen sich durch Inkubation mit 100ng/ml IL-1β ebenfalls eine 
Aktivierung von ERK und p38 mit einem Maximum nach 20 min nachweisen ließ (108).  
Im Folgenden wurde untersucht, ob an der Schnittstelle von STATs und MAPKen eine 
Interaktion der Signalwege von IFN-γ und IL-1β vorliegt. Eine Interaktion der Signalwege in 
synovialen Fibroblasten ist bekannt, da INF-γ die IL-1β induzierte MMP1 und MMP3 in SF 
hemmt (109). 
Die Frage gegenseitiger Beeinflussung des IL-1β - und IFN-γ-Signallings bezüglich der 
Modulation der STATs und MAPKen nach dem Stimulationszeitraum von 15 und 30 min 
konnte aufgrund der niedrigen Versuchszahl nicht abschließend beantwortet werden. Auch 
wenn keine Signifikanz erreicht wurde, zeigte sich andeutungsweise, dass bei simultaner 
Inkubation mit IL-1β die IFN-γ-induzierte Aktivierung von STAT1 und STAT3 nach 15 bis 
30 min gehemmt wird. Bei Simultaninkubation mit IL-1β und IFN-γ wird die Aktivierung von 
STAT1 im Vergleich zur Aktivierung nach alleiniger 48-stündiger IFN-γ-Stimulation in 
OASF signifikant, in RASF tendenziell inhibiert.  
Es zeigte sich zudem keine Hemmung der IL-1β-induzierten Aktivierung von p38 und ERK 
nach 30 min durch IFN-γ. Dies könnte an einer zu kurzen Inkubation mit IFN-γ liegen, da 
Daten von Hu et al. darauf hinweisen, dass eine Vorinkubation mit IFN-γ über Tage nötig ist, 
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um die IL-1β-induzierte Signalkaskade zu beeinflussen. In primären humanen Makrophagen 
reduziert Vorinkubation mit IFN-γ die IL-1β-induzierte Phosphorylierung von p38 und ERK 
(108). Dieser inhibitorische Effekt stellt sich allerdings nur ein, wenn IFN-γ länger als 4 h, 
bestenfalls 24 h, vorinkubiert wurde (108).  
 
8. Zusammenfassung und Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Grundlagen für das Verständnis der Aktivierungskinetik 
von STATs und MAPKen durch IFN-γ und die Wirkungsweise von „small molecule“-
Modulatoren in OASF und RASF. IFN-γ aktivierte STAT1 und STAT3. Während die IFN-γ-
induzierte Aktivierung von STAT1 nach 48 h weiterhin erhöht war, zeigte sich die STAT3-
Aktivierung rückläufig. In geringerem Maße aktivierte IFN-γ zudem p38. IL-1β aktivierte 
MAPKen stark, nicht aber STAT1 und STAT3. Signifikante Modulation der STAT1-
Aktivierung durch „small-molecule“-Modulatoren zeigte sich insbesondere nach 48-stündiger 
IFN-γ-Stimulation jeweils bei Kostimulation mit Nimesulid: Cortisol verstärkte die STAT1-
Aktivierung in RASF. AEA hingegen verminderte die STAT1-Aktivierung in OASF. 
Capsaicin verminderte außerdem die STAT1 Aktivierung in RASF und OASF. Cortisol, AEA 
und Capsaicin hemmten zudem die durch 30-minütige IFN-γ-Stimulation getriggerte p38-
Aktivierung in RASF. Infolge der explorativen Herangehensweise in der vorliegenden Studie 
müssen die Ergebnisse mit erhöhter Stichprobenzahl reproduziert werden. Außerdem könnten 
die Versuche unter für arthritisches Gewebe typischen hypoxischen Bedingungen (110) 
wiederholt werden, da Hypoxie beispielsweise die TRPV1-Proteinexpression beeinflussen 
könnte. TRPV1-Expression in RASF wird nur unter Hypoxie durch TNF signifikant verstärkt 
(98). Erniedrigter Sauerstoffpartialdruck in Synovialgewebe bei RA korreliert sowohl mit 
vermehrter T- und B-Zellpräsenz in der synovialen Subintima als auch mit inflammatorischer 
Zytokinexpression von IFN-γ und IL-1β in der Gelenkflüssigkeit (3). Letztendlich gilt es zu 
bedenken, dass STATs und MAPKen neben INF-γ mit vielen weiteren Signalwegen vernetzt 
sind. So werden STATs, außer über den IFN-γ-Rezeptor, auch über den EGF-Rezeptor, 
PDGF-Rezeptor und FDG-Rezeptor aktiviert (111). Letztendlich müssen deshalb die 
Erkenntnisse über die Modulation des IFN-γ-Signalwegs in vitro mittels in vivo-
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